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第一章 序論 
 
すべての細胞は、様々な物質の透過障壁として機能する細胞膜を有し、細胞の内と外
を区別する細胞膜の働きが生命活動の基盤となっている。しかしその一方で、細胞はそ
の生理機能や細胞内の恒常性を維持するために、透過障壁となる細胞膜を乗り越えて選
択的な物質の取り込みや排出を行う必要がある。輸送体タンパク質はこの細胞膜を介す
る方向性をもった選択的な物質輸送を担っている。近年、さまざまな細胞のゲノム情報
が解読され、各種生物のゲノム中の 20~30%程度の遺伝子が膜タンパク質をコードする
と予測されている(1)。さらに、大腸菌においては全ゲノム中の遺伝情報のうち 300 ~ 350
個の遺伝子が輸送体タンパク質をコードしていると予測されている(2)。このような事
実からも分かるように、輸送体タンパク質はすべての生物にとって必須の機能といえる。 
取り込み輸送体タンパク質の研究は、その重要性と生化学的研究のし易さからこれま
で数多くの研究がなされ、特に大腸菌においてアミノ酸や糖などの栄養素の取り込み輸
送体について詳細な輸送メカニズムに関する知見が集積している(3, 4)。しかし、排出
輸送体については、生菌を用いた排出輸送活性測定の際、取り込み輸送活性と排出輸送
活性を区別することが困難であることなどの技術的問題から、抗生物質や重金属などの
有害物質の排出輸送体の研究(3, 5, 6)を除き、一次代謝産物の排出輸送体の研究は取り
込み輸送体の研究に比べ大きく遅れていた。しかし、ここ二十年間あまりの期間で一次
代謝産物である糖、アミノ酸、そして核酸などの排出輸送体が見いだされるようになっ
た(7-9)。さらに近年では、これら一次代謝産物の排出輸送体は、新たな微生物育種の改
良点として注目を浴び始めており、一次代謝産物の工業的な微生物発酵生産への応用に
向けた研究が行われるようになった(10-12)。 
 一次代謝産物であるアミノ酸の排出輸送体は、グルタミン酸生産菌である
Corynebacterium glutamicum において、L-リジン特異的な排出輸送体 LysE が 1996 年に
初めて同定された(13)。それ以降、アミノ酸排出輸送体に関する研究が進展し、現在に
至るまでに 10 種を超えるアミノ酸排出輸送体が細菌において見いだされている。特に
モデル生物として重要な大腸菌においては、アミノ酸排出輸送体の研究が盛んに行われ
ており、これまでにホモセリン (RhtB) (14, 15)、スレオニン (RhtC、RhtA) (14-16)、シ
ステイン (YdeD、CydDC、YfiK、Bcr) (17-20)、アルギニン (YggA) (21)、ロイシン (YeaS) 
(22)、バリン (YgaZH) (23)、芳香族アミノ酸 (YddG) (24)、メチオニンと分岐鎖アミノ
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酸 (YjeH) (25)、およびリジン (LysO) (26) の排出輸送体が同定されてきた。また、アミ
ノ酸生産菌 Corynebacterium glutamicum において、イソロイシンをはじめとする分岐鎖
アミノ酸(BrnFE) (27, 28)、リジン(LysE) (13, 29)、スレオニン(ThrE) (30) の排出輸送体や
グルタミン酸を排出するメカノセンシティブチャネル(NCgl1221) (31) が同定されてい
る。しかし、これまでに L-アラニン (L-Ala) 特異的な排出輸送体はこれらの細菌はも
とより他の細菌においても同定されていなかった。しかし、さまざまな細菌がアラニン
を分泌することは以前より知られており(32, 33)、実際に Tetragenococcus halophilus では
L-アスパラギン酸と共役しL-Alaを排出する輸送体AspTが見いだされている(34)。AspT
は細胞外基質の L-アスパラギン酸とその細胞内脱炭酸産物である L-Ala を交換輸送す
る二次輸送体であるが、共役イオンをエネルギー源とする L-アラニン特異的排出輸送
体はこれまでに見いだされていなかった。 
 C. glutamicum のリジン排出輸送体 LysE を分離した Vrljic らは、リジン排出能を欠損
した株を分離し(35)、この変異株を宿主としたショットガンクローニングを行うことで
LysE を同定した(13)。さらに、この LysE 欠損株はリジンを含むペプチドに対して高感
受性を示すということが明らかとなった(13)。当研究室の堀は、この現象に着目し、L-Ala
を含むペプチドを用いたペプチドフィーディング法を用いて L-アラニル-L-アラニン 
(Ala-Ala) に高感受性となる変異株を分離し、次いで、L-Ala 特異的な排出輸送体の同定
を試みた。ペプチドフィーディング法を実施するにあたり、L-Ala に対して高感受性を
示す変異株を取得するためには、L-Ala を異化代謝せずに細胞内に蓄積する変異株、す
なわち L-Ala/D-Ala 要求性変異株が必要である。しかし、堀が研究を開始した当初、L-Ala
合成にかかわる酵素はアラニンバリントランスアミナーゼ(AvtA) のみが知られており、
AvtA をコードする avtA 遺伝子欠損株は L-Ala 要求性を示さないことから、L-Ala の合
成には AvtA 以外の未知の酵素が関与していることが知られていた(36)。当研究室では
大腸菌の L-Ala合成経路を明らかにするため、N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) 
による変異原処理を行い、L-Ala 要求性変異株を取得することに成功し、この要求性を
相補する新規遺伝子として avtA の他に yfbQ と yfdZ がコードする産物が L-Ala の合成に
関与していることを明らかとした(37)。この結果を基に堀は、D-Ala 合成にかかわる 2
つのアラニンラセマーゼ遺伝子 (alr, dadX) を欠損した D-Ala 要求性変異株から、L-Ala
合成にかかわる 3 つのアミノトランスフェラーゼ遺伝子 (avtA, yfbQ, yfdZ) を欠損させ
ることで L-Ala/D-Ala 要求性変異株を取得した。次にこの株を用いて NTG による変異
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処理を行い Ala-Ala を用いたペプチドフィーディング法にて Ala-Ala 高感受性を示す変
異株をスクリーニングし、L-Ala 排出能を欠損した変異株の分離に成功した(38)。そし
て、取得した L-アラニン排出能欠損株を宿主とした大腸菌ゲノム DNA のショットガン
クローニングを試みた結果、4 種類の膜タンパク質をコードすると推測される遺伝子が
宿主細胞の L-Ala 排出能の欠損を相補することが明らかとなった。そのうち二つは、L-
ロイシン、L-ヒスチジンおよび L-メチオニンの排出輸送体をコードする遺伝子である
yeaS と、芳香族アミノ酸の排出輸送体をコードする遺伝子 yddG であり、これらの輸送
体がマイナーな基質として L-Ala を排出することが示唆された。一方、取得された残り
2 つの遺伝子 ytfF と ygaW はこれまで報告がまったくなされていない機能未知遺伝子で
あった。YtfF の膜トポロジーを予測したところ、RhtA、YdeD、YddG などのアミノ酸
排出輸送体が属する RhtA ファミリーのパラログであることが明らかとなった。興味あ
ることに、YgaW はそのホモログも含めてこれまで全く研究がなされておらず、堀の研
究によって YgaW が L-Ala を基質とする排出輸送体であることが初めて明らかとなり、
この機能未知遺伝子 ygaW は alaE 遺伝子 (L-alanine exporter)と命名された(39)。さらに
堀は、大腸菌の L-Ala 生産株に alaE 遺伝子をもつ発現プラスミドを導入した形質転換
体を構築し、その L-Ala 生産能を評価した結果、L-アラニンの生産量の増加と対糖収率
が向上することを明らかとした(40)。 
 その後、当研究室の金は AlaE の基質排出メカニズムをさらに詳細に明らかにするた
め、反転膜小胞を用いた[3H]L-アラニン取り込み活性試験を行った。その結果、AlaE は
プロトン駆動力を利用し、能動的に L-Ala を細胞外へ排出する輸送体であることが明ら
かとなった(41)。また、AlaE のアミノ酸残基を置換した変異体を構築し、活性測定試験
を行った結果、AlaE の膜貫通領域内に存在が予測される荷電アミノ酸残基 (Glu30、
Arg45 および Asp84) が、機能に重要な役割を担うことを明らかとしている(42)。しかし、
AlaE の持つ生理的役割や構造学的な観点からの基質排出機構については、依然として
明らかになっていない。 
アミノ酸排出輸送体は、微生物による発酵生産の生産性を向上させるための新しい標
的として注目を集めているが、アミノ酸排出輸送体を応用するためには排出輸送体の発
現制御も含め、詳細な構造と機能に関する解析が欠かせない。また生物学的な観点から、
これらアミノ酸排出輸送体の生理機能に関心がもたれているが、現在その生理的役割は
不明である。新たに見いだされた L-アラニン排出輸送体 AlaE については、突発的な細
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胞内 L-アラニン濃度の上昇に対処するための安全バルブとしての機能をもつことが示
唆されているが、その生理的機能の詳細は依然不明である。AlaE の生理機能を理解す
るうえで、また、AlaE の L-アラニン排出能をアラニンの工業的な発酵生産へ応用する
ためには、AlaE の構造と機能および発現制御機構を明らかにする必要がある。 
そこで、本研究では AlaE の基質排出メカニズムを明らかとしていくための第一歩
として、AlaE のもつ生理的役割を alaE 遺伝子の発現制御機構の解析を行うことで解明
し、また、AlaE の膜トポロジーやオリゴマー構造の解析を行って、AlaE の基質排出メ
カニズムを明らかにするための基盤となる構造機能解析を行った。  
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第二章 AlaE の生理的役割と発現制御機構の解明 
 
第一節 諸言 
  
細菌が自然界で生存していくためには、温度や pH、浸透圧などの環境の変化に適応
していく必要がある。このような環境変化に適応していくためには細胞内の恒常性を保
つ必要があり、輸送体タンパク質はこの内部環境の維持に重要な役割を担っている。例
えば、大腸菌は高浸透圧ストレスに適応するため、ProP や ProU、BetT を介してオスモ
ライトとして知られるグリシンベタインやプロリンを積極的に取り込み(43)、酸ストレ
スに適応するため、GadC を介してグルタミン酸と-アミノ酪酸を交換輸送することで
細胞内の恒常性を保つことが知られている(44)。これらの例からも分かるように、細胞
膜を介した物質輸送は、細胞内の恒常性を保つうえで重要な働きを担っている。一方、
アミノ酸の排出輸送体に関しては、アミノ酸排出能を欠損した株がそのアミノ酸を含む
高濃度のペプチド存在下で生育が阻害されることから、細胞内に過剰に蓄積したアミノ
酸を排出することで細胞内のアミノ酸レベルを最適化する機能をもつと考えられてい
る(13, 21, 29)。しかし、その詳細な生理的役割についてはほとんど明らかになっていな
い。AlaE の場合、AlaE がプロトン駆動力を利用して細胞外に L-Ala を能動的に排出す
ることが明らかとなっており(41)、また、高濃度の Ala-Ala 存在下での生育を可能にす
ることも明らかとなっている(39)。すなわち、AlaE のもつ生理的役割として、高濃度の
L-Ala 存在下でも能動的に L-Ala を排出することで、高濃度 L-Ala 環境下へ適応できる
ような機能を担う可能性が考えられる。しかし、L-Ala をはじめとするアミノ酸は細菌
にとって重要な栄養素であり、これらをエネルギー消費してまで細胞外に排出するとい
う事実はエネルギーの浪費につながる可能性がある。したがって、このようなアミノ酸
排出輸送体はその機能発現が厳密にコントロールされている必要がある。 
 細胞外に過剰な Ala-Ala が存在する条件下において、alaE 遺伝子の発現が誘導される
ことが堀により明らかとされており、alaE 遺伝子の発現は L-Ala がエフェクターとして
作用する転写調節因子によって制御されることが示唆されている(39, 40)。本研究では、
alaE 遺伝子を制御する因子として、L-Ala がエフェクターとして作用することがよく知
られている Leucine-responsive Regulatory Protein (Lrp) に着目した (45-48)。この Lrp は
アミノ酸の合成や異化、輸送、さらには繊毛の形成にかかわる様々な遺伝子の発現を制
6 
 
御するグローバルレギュレーターであり(49)、これまでに発見された多くのアミノ酸排
出輸送体はこのLrpによって発現制御されていることが明らかとなっている。また、alaE
遺伝子の約 670 bp 上流域に存在する stpA 遺伝子の発現制御解析による研究で、alaE 遺
伝子を含む約 700 bp の領域に Lrp が結合することが報告されている(50)。このような事
実からも alaE 遺伝子が Lrp によって制御される可能性が強く示唆される。 
 そこで本研究では、L-Ala 排出輸送体である AlaE の発現制御解析を行い、アミノ酸
排出輸送体の生理的機能を輸送体の発現制御という視点から明らかにすることを目的
として実験を行った。 
 
第二節 AlaE の生理的役割と発現制御機構の存在 
 
第一項 alaE 遺伝子欠損株を用いた、Ala-Ala および L-Ala による生育阻害作用の検討 
 
(2-2-1-1) 目的 
 これまでの研究で、アミノ酸の排出輸送体は細胞内の恒常性を保つ安全バルブとして
機能することが予想されていた。本研究では、この仮説を検証するために大腸菌野生株
MG1655 の alaE 遺伝子を欠損した isogenic mutant に対する Ala-Ala および L-Ala の生育
阻害効果を検討した。 
 
(2-2-1-2) 材料と方法 
大腸菌野生株 MG1655 および alaE 遺伝子欠損株 MG1655alaE を LB-broth (1% 
tryptone、0.5% yeast extract、0.5% NaCl 、pH 7.2) に接種し、37℃で一晩培養後、培養
液 1 ml を遠心集菌した。その後、1 ml の 0.85% NaCl 溶液を用いて 2 回遠心洗浄を行っ
た(13,700×g, 5 min, RT)。洗浄後のペレットを 1 mlの 0.85% NaClに懸濁し、菌液を 0.85% 
NaCl で 10 倍段階希釈（10-1~10-6）した後、Ala-Ala (40, 2, 1, 0.5 mM) および L-Ala (20, 10, 
5, 2.5 mM) を含む GS-MM 最少寒天培地 (22 mM glucose, 7.5 mM (NH4)2SO4、1.7 mM 
MgSO4、7 mM K2SO4、22 mM NaCl、100 mM sodium phosphate、pH 7.1) (51)上に 5 l を
スポットした。その後、37℃にて 40 時間培養し、生育の状態を評価した。 
 
 
7 
 
Table 2-1. Strains used in this study 
Strain Relevant genotype/properties Source 
MG1655 wild type Laboratory strain 
MG1655alaE MG1655 with a deletion in alaE gene (40) 
 
 (2-2-1-3) 結果 
 高濃度のAla-Alaおよび L-Ala存在下での大腸菌野生株MG1655と alaE遺伝子欠損株
MG1655alaE の生育の様子を観察するため、それぞれの株を 10 倍段階希釈にて 10-6希
釈し、Ala-Ala および L-Ala を含む最少培地に接種し 37℃で培養した (Fig. 2-1)。その結
果、コントロールの最少培地では、両菌株の生育に差は認められなかったが、4 mM の
Al-Ala 含む最少培地では、野生株が 10-4希釈まで生育したのに対して、alaE 遺伝子欠損
株では 10-1希釈でのみ生育が認められた。また、両者の生育は Ala-Ala 濃度が低下する
につれて回復する傾向があったが、MG1655alaE は MG1655 と比較すると低濃度の
Ala-Ala 存在下でも生育が阻害される傾向が認められた。この傾向は L-Ala を含む最少
Cell dilution 10-1 10-6
E. coli MG1655
E. coli MG1655alaE
L-
al
an
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e
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Fig. 2-1.Effect of L-alanine and Ala-Ala on the growth of the wild-type strain and its 
alaE-deficient derivative. A fully grown cell suspension was serially diluted 10-fold and 5 
l aliquots were spotted onto minimal medium supplemented with 0.5-4.0 mM Ala-Ala 
(left panel) or 2.5-20 mM L-Ala (right panel). The top-left panel represents control 
medium without supplement. Plates were incubated at 37°C for 40 h. 
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培地でも同様に認められたことから、AlaE がもつ生理的な機能は、細胞内に過剰に蓄
積したL-Alaを細胞外に排出することで高濃度のアラニン存在下での生育を可能にする
機能であることが示唆された。 
 
第二項 reverse-transcription PCR (RT-PCR) による alaE 遺伝子発現量の半定量解析 
 
(2-2-2-1) 目的 
 前述の結果から AlaE は、高濃度のアラニン存在下で細胞内の L-アラニンレベルを保
つことで生育を可能にする働きを担うことが強く示唆された。しかし、AlaE は細胞の
重要なエネルギー源であるプロトン駆動力を利用して基質の排出を行うことが明らか
となっており(41)、プロトン駆動力を利用して栄養源である L-アラニンを排出すること
はエネルギーの浪費につながる可能性がある。したがって、エネルギーの浪費を抑える
ため、alaE 遺伝子の発現は厳密に制御される必要がある。そこで本研究では、alaE 遺
伝子の発現が培養条件によって影響を受けるのか、その制御機構の存在を明らかにする
ため、アミノ酸を添加したときの alaE 遺伝子の発現量の変化を RT-PCR による半定量
法で評価した。 
 
(2-2-2-2) 材料と方法 
＜alaE 遺伝子の発現誘導と RNA 抽出法＞ 
大腸菌 MG1655 を LB-broth に接種し、37℃で一晩振とう培養を行った後、1.5 ml の菌
液を遠心集菌し(13,700×g, 5 min, RT)、1.5 ml の 0.85% NaCl で一回遠心洗浄を行った。
その後、ペレットを 1.5 ml の 0.85% NaCl に再懸濁し、800 l の菌懸濁液を 40 ml の 1%
トリプトンを含む GS-MM 最少培地に接種し、37℃で振とう培養を行った。対数増殖期
中期(OD660 = 0.6 程度) に達したとき、40 ml の菌液を遠心分離(6,800×g, 10 min, 4℃) し
て集菌し、氷冷した 20 ml の GS-MM 最少培地で 2 回遠心洗浄(6,800×g, 10 min, 4℃)を
行った。その後、菌体を GS-MM 最少培地に懸濁し、OD660 = 3.0 になるよう調整した。
調整した菌液 1 ml をチューブにとり、ローテーターで混和しながら 37℃で 10 分間プレ
インキュベーションを行った後、終濃度が 6 mMになるようAla-Ala, L-Ala, L-Leu, D-Ala
をそれぞれ添加してローテーター (RT-50、タイテック) で撹拌しながら 37℃で 5 分間
インキュベートした。インキュベート後、200 lの菌懸濁液を遠心分離(13,700×g , 5 min, 
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4℃)し、ペレットを 200 l の 0.3 mg/ml Lysozyme (DEPC 処理水で調整した TE (10 mM 
Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) に懸濁し、37℃で 15 分間インキュベートを行った。イン
キュベート後、NucleoSpin RNA Plus (MACHEREY-NAGEL、Takara) の操作に従ってRNA
抽出を行った。抽出した 60l の RNA 溶液に rDNase (Takara) を 2 l 加え 37℃で 30 分
間インキュベートし後、サンプルを NucleoSpin RNA Clean-Up kit (MACHEREY-NAGEL、
Takara)を用いて精製し、40 ml の RNase-free dH2O に懸濁した。精製した RNA の収量は
紫外部吸光法によって測定した。 
 
＜RT-PCR による半定量解析法＞ 
 RT-PCR は、上記の方法で精製した Total RNA 1 g を使用し、PrimeScript II 1st strand 
cDNA Synthesis Kit (Takara) を使用して行った。まず、Random 6 mer プライマーと dNTP
溶液、1 g の Total RNA を混ぜ、RNase-free 蒸留水(DW)で 10 l に調整後、65℃で 5 分
間インキュベート後、急冷することで変性処理を行った。その後、5 l の RTase、4 l
の 5×PrimeScript buffer、0.5 l の RNase Inhibitor を 10 l の変性済み RNA 溶液に加え、
RNase-free DW で容量を 20 l に調整した後、30℃で 10 分間インキュベートし、95℃ 5
分間のインキュベートで逆転写反応を行い cDNA を作製した。その後、この cDNA 1 l
を 10 l の PCR 反応系に供した。PCR 反応は、Ex Taq (Takara)を使用し、Table 2-10 に記
載したプライマー (alaE-RT-F/R, gapA-RT-F/R) を使用し、94ºC-2 min、1 サイクル；94º
C-30 sec、50ºC-30 sec、68ºC-30 sec、30 サイクル；68ºC-5 min、1 サイクルの条件で行
った。反応後のサンプル 5 l を 2%アガロースゲル電気泳動に供し、エチジウムブロマ
イドで染色して増幅された遺伝子断片を検出した。 
 
(2-2-2-3) 結果 
 本実験では、alaE 遺伝子の発現が細胞内の L-Ala 濃度上昇によって発現するかどうか
を RT-PCR による半定量法で検証する実験を行った。前項で alaE 遺伝子の欠損による
生育阻害効果が認められた Ala-Ala および L-Ala 濃度を、大腸菌野生株 MG1655 の培養
菌体に添加してインキュベートしたサンプルでは、非添加条件と比べて alaE 遺伝子発
現量の上昇が認められた。また、L-ロイシン (L-Leu) の添加によっても発現量が上昇す
ることが明らかとなった(Fig. 2-2)。一方、alaE 遺伝子の発現量を上昇させた L-Ala の光
学異性体である D-アラニン（D-Ala）の添加では、大きな発現の上昇は認められなかっ
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た。以上の結果から、alaE 遺伝子の発現は、細胞内の L-Ala または L-Leu の濃度上昇を
感知する転写調節因によって制御されることが示唆された。 
 
第三項まとめ 
 
当研究室の堀および金の研究から大腸菌の L-Ala 排出輸送体 AlaE は、細胞外に L-ア
ラニンを排出する輸送体であることが明らかとなっている(39, 41)。しかし、なぜ大腸
菌がエネルギーを消費してまで重要な栄養源である L-アラニンを細胞外に排出する必
要があるのか、という疑問は明らかとなっていない。そこで本研究では、AlaE の生理
的な機能を明らかにするため、高濃度の Ala-Ala または L-Ala 存在下での大腸菌野生株
MG1655 と alaE 遺伝子欠損株 MG1655alaE の生育の様子を評価した(Fig. 2-1)。その結
果、alaE 遺伝子欠損株は、野生株に比べ、高濃度の Ala-Ala および L-Ala 存在下におい
て生育が阻害されることが明らかとなった。このことから、AlaE は、細胞内の L-Ala
レベルの恒常性を保ち、高濃度 L-Ala が存在する環境下での生育を可能にする機能を持
つことが示唆された。 
また、AlaE は ATP 合成や栄養源を取り込む輸送体の駆動力となるプロトン駆動力を
消費して基質を輸送することが明らかとなっている(41)。したがって、栄養源である
L-Ala を細胞内の重要なエネルギー源であるプロトン駆動力を消費して輸送することは、
induction
lane
̶
1
Ala-Ala
2
L-Ala
3
L-Leu
4
D-Ala
5
alaE
gapA
Fig. 2-2. Expression analysis of the alaE gene. E. coli MG1655 was incubated in minimal 
medium in the presence of 6 mM of Ala-Ala (lane 2), L-alanine (lane 3), L-leucine (lane 4), 
or D-alanine (lane 5). After 5 min incubation, total RNA was isolated and RT-PCR analysis 
was performed. Five microliters of the resulting fragments were resolved by agarose gel 
electrophoresis. 
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エネルギーの浪費につながり、生育に不利に働く可能性が考えられる。このことから、
alaE 遺伝子の発現は、細胞内の L-アラニン濃度の上昇に応答して発現制御される必要
があることが予想される。この仮説を検証するために、alaE 遺伝子の発現を RT-PCR で
解析した(Fig. 2-2)。その結果、alaE 遺伝子の発現は、培地中に高濃度の Ala-Ala、L-Ala
または L-Leu を添加することで上昇することが明らかとなった。しかし、D-Ala の添加
による発現上昇は認められなかった。したがって、alaE 遺伝子の発現は、細胞内 L-Ala
や L-Leu の濃度上昇を感知するような発現制御機構が存在することが明らかとなった。 
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第三節 ロイシン応答性調節タンパク質 (Lrp) が alaE遺伝子の発現を制御する 
 
第一項 -ガラクトシダーゼレポーターアッセイによる alaE 遺伝子上流の機能解析 
 
(2-3-1-1) 目的 
 第二節の実験で、alaE 遺伝子の発現が細胞内への L-Ala および L-Leu の蓄積によって
誘導されることが明らかとなった。このことは、何らかの調節因子が alaE 遺伝子上流
域に作用しその転写を制御することを意味している。この alaE 遺伝子上流域の遺伝子
発現調節について、alaE 遺伝子の約 670 bp 上流に存在する逆向きの stpA 遺伝子の発現
が、alaE 遺伝子を含む stpA 遺伝子上流約 700 bp の領域にロイシン応答性調節タンパ
ク質 (Lrp) が結合することによってなされることが報告されていた(50)。Lrp は、様々
なアミノ酸代謝関連遺伝子や、アミノ酸取り込み系およびアミノ酸排出系などの遺伝子
を制御することが知られている。また、Lrp は エフェクターとして L-Leu だけでなく
L-Ala も作用することが知られている(45-48)。以上のような事実からも alaE 遺伝子の発
現制御に Lrp が関与する可能性が予想される。そこで本実験では、Lrp が alaE 遺伝子の
発現制御に関与すかどうかを明らかとするため、lrp 遺伝子欠損株を用いて、-ガラク
トシダーゼレポーターアッセイを行った。 
 
(2-3-1-2) 方法 
＜lacZ 遺伝子欠損株と lacZ, lrp 遺伝子二重欠損株の作製＞ 
 MG1655 の lacZ 遺伝子欠損株と lacZ, lrp 遺伝子二重欠損株の作製は Datsenko らの
One-step 法を用いた(52)。MG1655 および MG1655lrp に pKD46 をエレクトロポレーシ
ョン法によって導入した形質転換体を 100 g/ml のアンピシリンと 1 mM のアラビノー
スを含む L 液体培地にて 30℃で振とう培養し、エレクトロポレーション（EP）用コン
ピテント細胞を調製した。続いて、pKD13 を鋳型としてプライマーセット(lacZ-del-F, 
lacZ-del-R)を用い、Phusion flash High fidelity Master Mix (New England Biolabs)を使用して
PCR を行った。このとき増幅した PCR 産物は、5’末端および 3’末端に MG1655 の lacZ
遺伝子の上流域 50 bp と下流域 50 bp の相同領域をもつカナマイシン耐性遺伝子カッセ
トである。次いで、この遺伝子断片を MG1655/pKD46 もしくは MG1655lrp/pKD46 に、
EPにより導入した形質転換体を 25 g/mlのカナマイシンを含む L寒天培地にて 37℃で
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培養し、lacZ 遺伝子欠損株を選択した。lacZ 遺伝子が欠損したことはプライマーセット 
(lacZ-F, lacZ-R)を用いた PCR 解析で確認した。 
 
＜alaE-lacZ 融合遺伝子の作製＞ 
 -ガラクトシダーゼアッセイには、プロモータープローブベクターである pCB192 を
用いた(53)。pCB192 にはプロモーターを欠失した lacZ 遺伝子がコードされており、こ
の上流に対象とする遺伝子のプロモーター領域を融合することで-ガラクトシダーゼ
アッセイが行える。本研究では、alaE遺伝子の開始コドンから300 bp , 240 bp, 180 bp, 120 
bpおよび 60 bpの各上流域断片をそれぞれ pCB192の lacZ遺伝子の上流に融合させた融
合遺伝子を作製した。作製方法は次に記す通りである。MG1655 の染色体 DNA を鋳型
として BamHI タグおよび HindIII タグをもつ alaE-lacZ fusion 用プライマー (Table2-10; 
alaEup-300F, 240F, 180F, 60F および alaEup-R )を用い、Phusion flash High fidelity Master 
Mix (New England Biolabs)を使用して PCR を行った。増幅した PCR 産物を FastGene 
Gel/PCR Extraction kit (日本ジェネティクス社)で精製した後にBamHIとHindIIIで酵素処
理を行いインサートを調製した。pCB192も同様に BamHIとHindIIIで酵素処理を行い、
調製したベクターとインサートを DNA Ligation Kit Mighty Mix (Takara)を用いて連結反
応を行い、これを EP 法で MG1655lacZ および MG1655lacZlrp に形質転換した。そ
の後、得られた形質転換体から FastGene Plasmid Mini Kit (日本ジェネティクス社)を用い
てプラスミドを回収し、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
を用いて DNA シーケンスを行い塩基配列の決定を行った。 
 
Table 2-2. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
Strain  
  
MG1655 wild type 
Laboratory 
strain 
MG1655lrp MG1655 with a deletion in lrp gene (40) 
MG1655lacZ MG1655 lacZ::KM This work 
MG1655lacZ lrp MG1655 lacZ::KM, with a delition in lrp gene This work 
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Table 2-2 continued   
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
plasmid 
  
pCB192 AP
r
, pMB1 ori, Promorterless lacZ gene (53) 
pKD13 repR6Kc, AP
R
 FRT, KM
R
 FRT (52) 
pKD46 reppSC101
ts
, AP
R
 PBADgam bet exo (52) 
pAlaEup-300 pCB192 harboring 300 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
 
pAlaEup-240 pCB192 harboring 240 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
 
pAlaEup-180 pCB192 harboring 180 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
 
pAlaEup-120 pCB192 harboring 120 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
 
pAlaEup-60 pCB192 harboring 60 bp upstream of alaE gene  This work 
 
of MG1655 
 
 
＜-ガラクトシダーゼアッセイ＞ 
 作製した各菌株を各種抗生物質 (100 g/ml アンピシリン、12.5 g/ml カナマイシン、
25 g/ml クロラムフェニコール) と 1%トリプトンを添加した GS-MM 最少培地（22 mM 
glucose, 7.5 mM (NH4)2SO4, 1.7 mM MgSO4, 7 mM K2SO 4, 22 mM NaCl 100 mM sodium 
phosphate, pH 7.1）に接種し、37℃で一晩前培養を行い、翌日 1 ml の菌液を遠心分離 
(13,700×g, 5 min, RT) して菌体を回収した。回収した菌体を 1 ml の 0.85% NaCl で 2 回
遠心洗浄し、洗浄後に 1 ml の 0.85% NaCl に懸濁した。この菌液を 3 ml の各種抗生物質 
(100 g/ml アンピシリン、12.5 g/ml カナマイシン、25 g/ml クロラムフェニコール) を
含む最少培地に 2% (v/v)で接種し、37℃で１時間振とう培養を行った後、終濃度が 6 mM
になるように Ala-Ala、L-Ala、L-Leu および D-Ala を添加し、37℃でさらに 3 時間振と
う培養して誘導を行った。非誘導サンプルは何も添加せず、誘導サンプルと同様の培養
操作を行った。発現誘導後、1.5 ml の菌液を遠心分離 (13,700×g, 5 min, RT) して回収
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した菌体を、1.5 ml の Z-バッファー(100 mM sodium phosphate, 10 mM KCl, 1mM MgSO4, 
pH 7.0) で 1 回遠心洗浄し、菌体を 1.5 ml の Z バッファーに再懸濁した。この菌懸濁液
の吸光度 OD600を分光光度計 V-630 (日本分光) を用いて測定した。吸光度測定後に菌懸
濁液 500 l を採取し、この菌懸濁液に 1.4 l の-メルカプトエタノールと 20 l の 0.1% 
SDS、20 l クロロホルムと 500 l の Z-バッファーを添加し撹拌した。撹拌後、37℃で
5 分間振とう培養し、200 l の 4 mg/ml -Nitrophenyl -D-Galactopyranoside (ONPG) を
加えて撹拌し、反応を開始した。その後、37℃で振とうし、反応開始から約 
30 分後、500 l の 1 M Na2CO3を反応液に添加、撹拌し反応を停止させた。反応停止後
1 時間以内にサンプル溶液の波長 420 nm および 550 nm での吸光度（A420および A550）
を分光光度計 V-630 (日本分光) を用いて測定した。Miller らの方法に従い得られた値を
Miller Units に換算して-ガラクトシダーゼ活性を評価した(54)。Miller Unit の計算方法
は下に記す通りである。 
 
                        t = 反応時間 (min) 
 v = 反応体積 (ml) 
 
(2-3-1-3) 結果 
 alaE 遺伝子の発現誘導に重要なシスエレメント領域および Lrp の関与を明らかにす
るため-ガラクトシダーゼアッセイを行った(Fig. 2-3)。MG1655lacZ に alaE 遺伝子 300 
bp および 240 bp 上流域をもつレポータープラスミド pAlaE300と pAlaE240 を形質転換
した各形質転換株でレポーターアッセイを行った結果、6 mM Ala-Ala 添加条件下でのレ
ポーター活性 (246.2 Miller Unit) は、非添加条件下での活性 (14.1 Miller Unit) に比べ著
しい上昇が認められた。この結果は、RT-PCR による発現量の半定量的な解析と一致し
ていた(Fig. 2-2)。一方、alaE 遺伝子 180 bp および 120 bp 上流域をもつレポータープラ
スミド pAlaE180 および pAlaE120 を形質転換した株では、非添加条件下での活性 
(pAlaE180, 3.9 Miller Unit および pAlaE120, 1.6 Miller Unit) と比較して、6 mM の Ala-Ala
添加条件下でのレポーター活性のわずかな上昇 (pAlaE180, 15.0 Miller Unit および
pAlaE120, 8.0 Miller Unit)が認められた。さらに短い alaE 遺伝子 60 bp 上流域を持つレポ
ータープラスミド pAlaE60 を形質転換した株では、レポーター活性はほとんど認められ
ず、空ベクターpCB192 を形質転換したものと同等の低い活性であった。この Ala-Ala
Miller Units =
1000 × (𝑂𝐷420 − 1.75 × 𝑂𝐷550)
𝑡 × 𝑣 × 𝑂𝐷600
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によるレポーター活性の上昇は、L-Ala および L-Leu を添加したときにも観察された。
しかし、D-Ala を添加した場合では、いずれのレポータープラスミドをもつ株でも、活
性上昇は認められなかった。以上の結果から、alaE 遺伝子の発現は Ala-Ala、L-Ala お
よび L-Leu によって誘導され、alaE 遺伝子の 180～240 bp 上流域に alaE 遺伝子の発現
に重要なシスエレメントが存在することが明らかになった。 
 一方で、lrp 遺伝子欠損株を用いて同様の実験を行ったところ、アミノ酸およびペプ
チドの添加によるレポーター活性の上昇は、いずれのレポータープラスミドでも認めら
れなかった。したがって、alaE 遺伝子の発現誘導において Lrp は alaE の発現を正の方
向に制御する転写調節因子として機能することが明らかとなった。 
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FIG. 2-3. Expression of -galactosidase activity by alaE upstream-lacZ fusions in MG1655lacZ 
and MG1655lacZlrp. Each cells harboring a fusion plasmid containing various length of alaE 
upstream region (300 bp, 240 bp, 180 bp, 120 bp or 60 bp upstream region) were incubated at 
37ºC for 3 h in the presence of 6 mM of L-alanine (hashed), L-leucine (gray), Ala-Ala (black) 
and D-alanine (white). Control has no supplementation (checked). -galactosidase activity was 
determined as described in Materials and Methods. Values represented are the means of more 
than three independent experiments with standard deviations. 
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第二項 ゲルシフトアッセイ法による alaE 遺伝子上流域と Lrp の相互作用解析 
 
(2-3-2-1) 目的 
 前項の実験で、alaE 遺伝子発現誘導は Lrp によって正の方向に制御されることが明ら
かとなった(Fig. 2-3)。Lrp による alaE 遺伝子の発現制御について、次の 2 通りの可能性
が考えられる。i) Lrp は alaE 遺伝子の発現を直接制御する。この場合、Lrp は alaE 遺伝
子上流に存在する転写調節領域であるシスエレメントに結合して制御を行うと考えら
れる。ii) Lrp は間接的に alaE 遺伝子の発現制御を行う。この場合、Lrp は他の未知転写
調節因子を介して alaE 遺伝子の発現制御を行うと考えられる。本研究では、この Lrp
による alaE 遺伝子の発現制御が直接的な制御か、あるいは間接的な制御なのかを明ら
かにするため、alaE 遺伝子上流域と Lrp の相互作用をゲルシフトアッセイで解析した。 
 
(2-3-2-2) 材料と方法 
＜Lrp 高生産株の作製＞ 
 本実験では、ヒスチジンタグ付き Lrp の精製を行うために Lrp 高発現株を作製した。
BamHI タグもしくは HindIII タグを付加した Lrp-His クローニング用プライマーセット
(pQELrp-F/R)を用い、MG1655 の染色体 DNA を鋳型として PCR を行った。増幅した PCR
産物を FastGene Gel/PCR Extraction kit (日本ジェネティクス社)で精製した後、BamHI と
HindIII で酵素処理をして Lrp-His DNA 断片を調製した。ベクターとして使用したプラ
スミド pQE30 も同様に BamHI と HindIII で酵素処理し、これらのベクターと DNA 断片
をライゲーションした後、JM109 にエレクトロポレーションによって形質転換した。得
られた形質転換体からプラスミドを回収し、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit 
(Applied Biosystem)を用いて DNA シーケンスを行い塩基配列の確認を行った。ここで作
製した LrpはN末端の開始メチオニンの後に(RGSHHHHHHGS) の配列からなるアミノ
酸タグが付加されるように設計した。 
 
＜Ni-NTA 樹脂を用いた Lrp-His の精製＞ 
 本研究では、Lrp-His の精製を Matthews らの方法を参考にして行った(55)。100 g/ml
のアンピシリンを含む L 培地に JM109/pQE-Lrp-His を接種し、37℃で一晩振とう培養を
行った。翌日、100 g/ml のアンピシリンを含む新しい L 培地 800 ml に培養した菌液を
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接種し(2% v/v)、37℃で振とう培養を行った。菌液の吸光度 OD660が 0.6 に達したときに
終濃度が 0.5 mM になるように Isopropyl -D-thiogalactopyranoside (IPTG)を添加し、さら
に 4 時間 37℃で振とう培養をして発現誘導を行った。発現誘導終了後、800 ml の菌液
を遠心分離 (6,800×g, 10 min, 4℃) して菌体を回収した。回収した菌体を 100 mM 
sodium phosphate (pH 8.0) を用い、同条件下で一回遠心洗浄し、12 ml の Ni-NTA バッフ
ァー (50 mM sodium phosphate (pH 8.0), 300 mM NaCl, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride 
(PMSF)) に懸濁した。その後、この菌懸濁液を Bioruptor UCD-250 (コスモバイオ) を用
い、15 sec-ON/45 sec-OFF のインターバルで 20 回の超音波破砕処理を行った。破砕処理
後に遠心分離(15,000×g, 20 min, 4℃)をして上清を回収し、あらかじめ Ni-NTA バッファ
ーにて洗浄した 50% (v/v)スラリーの Ni-NTA agarose (Qiagen)を 1 ml 加え、4℃で 16 時
間ゆっくりと撹拌した。その後、遠心分離 (1,000×g, 1 min, 23℃) を行って Ni-NTA 樹
脂を回収し、15 ml 程度の氷冷した洗浄バッファー (50 mM sodium phosphate (pH 6.0), 
300 mM NaCl, 100 mM imidazol, 10% glycerol) で 3 回洗浄した。洗浄後、まず最初に
Ni-NTA樹脂に 150 mMのイミダゾールを含む溶出バッファー(50 mM Na-Pi (pH 6.0), 300 
mM NaCl, 150 mM imidazol, 10% glycerol) を 1 ml 加え、氷上で 3 分間程度混和し、遠心
分離 (1,000×g, 1 min, 23℃)して上清を回収した。残った Ni-NTA 樹脂に 200 mM のイミ
ダゾールを含む Elution buffer を加え、先ほどと同様に溶出操作を行った。この操作を
150, 200, 250, 300, 350, 400 mM のイミダゾールを含んだ溶出バッファーを用いて段階的
に溶出を行い、Lrp が含まれる溶出画分を回収した。 
 
＜Lrp-His 溶液の透析とタンパク質定量＞ 
Lrp-His を含む約 6 ml の溶出画分をセルロース透析膜 (三光純薬) に移し、600 ml の
TG50ED バッファー (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50% glycerol, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM 
dithiothreitol (DTT), 100 mM NaCl) を用いて 4℃で 16 時間透析を行った。その後、バッ
ファーを新しい TG50ED バッファー 600 ml と交換し、さらに 4℃で 4 時間撹拌した。
この透析操作をさらにもう一度行った。透析終了後、Lrp-His 試料をセルロースチュー
ブから採取し、-20℃で保存した。 
 回収したサンプルの純度を SDS-ポリアクリルアミドゲル (15%) を用いて電気泳動
を行い解析し、濃度既知のウシ血清アルブミン (BSA) を用いて SDS-PAGE 後に CBB
染色を行い、画像解析ソフト ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) を用いた画像解析にて染
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色強度を比較することでタンパク質定量を行った。 
 
＜蛍光プローブ DNA フラグメントの調整＞ 
 本研究では、ゲルシフトアッセイの検出に蛍光プローブ標識した DNA フラグメント
を用いた。alaE 遺伝子の開始コドンから 300 bp 上流および開始コドンから 50 bp 下流に
結合するプライマーの 5’末端に 6-carboxyfluorescein (6-FAM)を付加したプライマーセッ
ト (AlaE-300 6-FAM/ AlaE+50 6-FAM) を用い、Ex taq DNA polymerase (Takara)を使用し
て PCR を行った。PCR 産物を FastGene Gel/PCR Extraction kit (日本ジェネティクス社)
で精製し、紫外部吸光法によって DNA 濃度を定量した。その後、TE バッファー (10 mM 
Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0)で希釈して濃度を調整した蛍光標識 DNA フラグメントを
遮光して-20℃で保存した。 
 
＜蛍光プローブ DNA フラグメントと Lrp-His の結合反応＞ 
 精製した Lrp-His を TG50ED バッファーを用いて氷上で希釈し Lrp-His の 2 倍段階希
釈溶液を調整した。200 l 容チューブに結合バッファー (30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.15 
mM DTT, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2) を 10 l 分取し、非特異的 DNA 溶液として TE バ
ッファーを用いて調製した 1 mg/ml サケ精巣由来 DNA (Wako) 溶液を 1 l 反応チュー
ブに加えた。さらに 3 l の TE バッファーと 1 l の蛍光標識 DNA 溶液（終濃度 4.6 nM）
を添加し、最後に 5 l の Lrp-His 溶液を加えた。Lrp 溶液添加後、反応液をよく混和さ
せ 37℃で 30 分間インキュベートした後、6×loading dye (0.25%ブロモフェノールブルー、
40%スクロース) を 1 l 添加し、速やかに電気泳動を行った。 
 
＜非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動による蛍光検出＞ 
 ゲルシフトアッセイには非変性ポリアクリルアミドゲル (5%) を使用した。5%非変
性ポリアクリルアミドゲルは、1.67 ml の 30% (w/v) アクリルアミド溶液と 2 ml の
5×TBE バッファー (450 mM Tris-borete, 10 mM EDTA)、6.33 ml の蒸留水、10 l の テト
ラメチレンジアミン、30 l の 25% (w/v)過硫酸アンモニウム溶液を混ぜ、よく撹拌した
後 1 mm 厚のゲル版に流し込み室温で 3~5 時間ほど重合させたものを使用した。 結合
反応後の反応液20 lに4 lの6×ゲルローディングバッファー (0.25% bromophenol blue, 
40% sucrose) を加え、非変性ポリアクリルアミドゲルに全量をアプライした。電気泳動
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は電源装置 Power Station 500VC (ATTO) を用いて 20 mA の定電流で 60 分間行い、泳動
終了後すぐに Molecular Imager FX (BioRad) を用い、FITC 用フィルターを使用して蛍光
の検出を行った。 
 
＜画像解析と見かけの解離定数 (Kd 値) の算出＞ 
 本研究では、Lrp と蛍光標識した alaE 遺伝子上流断片の EMSA 結果を画像解析ソフ
ト Gel analyzer 2010a (http://www.gelanalyzer.com/) を使用して解析し、そのシグナル強度
から複合体の形成率を求めて見かけの解離定数 (Kd 値)を算出した。本実験における見
かけの Kd 値は複合体形成率が 50%となるときの Lrp の濃度となる。今回は Li らの報告
(56)を参考にして Kd 値を算出し、3 回の実験で求めた Kd 値の平均を見かけの Kd 値と
した。 
 
Table 2-4. Strains and plasmids used in this study. 
 
 (2-3-2-3) 結果 
 Lrp による alaE 遺伝子の制御が、Lrp による直接的な作用なのか、または、他の因子
を介する間接的な作用なのかを明らかにするため、Lrp と alaE 遺伝子の相互作用をゲル
シフトアッセイで評価した(Fig.2-4)。その結果、Lrp 濃度依存的な Lrp-DNA 複合体形成
の増加が認められた(Fig. 2-4 A)。この結果を基に、画像解析により Lrp 濃度と複合体形
成率を算出したところ、Lrp と alaE 遺伝子上流域の解離定数は 288.7 ± 83.3 nM とな
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
Strain  
  
MG1655 wild type Laboratory strain 
JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17(rK
-
 mK
+
), 
Laboratory strain 
 
e14-(mcrA-), supE44, relA1,D(lac-proAB)/ 
 
 F' [traD36, proAB+, laqIq, lacZM15] 
plasmid 
  
pQE30 AP
r
, promoter T5, ColE1 ori, 6×Histidine tag Qiagen 
pQE Lrp-His pQE30 harboring 6×His-tagged lrp gene  This work 
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った(Fig. 2-4 B)。この解離定数は、Lrp により制御されることが知られている他の制御
因子をコードする遺伝子と比較すると高い値であった(57)。この解離定数は、Lrp の細
胞内濃度が 10-6 M に達することを考慮すると(58)、生理的に意味のある親和性であると
考えられる。以上の結果から、Lrp は alaE 遺伝子の上流域に結合することで直接的にこ
の遺伝子の転写を制御することが明らかとなった。 
 
第三項 競合阻害アッセイによる Lrp 結合部位の探査 
 
(2-3-3-1) 目的 
前項の実験で、Lrp は alaE 遺伝子の上流域に特異的に結合することで alaE の発現制
御を行うことが明らかとなった。本項の実験では、alaE 遺伝子の上流域のどの領域に結
合するのかを明らかにするため、Lrp-His と蛍光標識した alaE 遺伝子上流域断片(-300
～+50 bp)の結合に及ぼす alaE 遺伝子上流の異なる 3 種類の非蛍光標識断片(-240～-180 
bp、-160～-100 bp および-80～-20 bp 断片)の影響を調べた。 
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Fig. 2-4. Binding of Lrp to the alaE upstream region. (A) Fluorescent dye (6-FAM)-labeled DNA 
fragment containing the alaE upstream region that encompasses from -300 bp to 50 bp from the 
alaE initiation codon was incubated with purified histidine-tagged Lrp. After incubation at 37ºC 
for 30 minutes, DNA was resolved by 5% (w/v) polyacrylamide gel. (B) Binding profile of 
EMSA assay shown in (A) after quantification of free DNA and Lrp-bound DNA. 
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(2-3-3-2) 材料と方法 
＜競合阻害アッセイ用 DNA フラグメントの調製＞ 
 競合阻害アッセイを行うための非標識 DNA 断片を次に記す方法で調製した。alaE 遺
伝子の開始コドンから 240 bp 上流から 180 bp 上流までの 61 bp の断片、160 bp 上流か
ら 100 bp 上流の 61 bp の断片、そして、80 bp から 20 bp 上流までの 61 bp に対応する一
本鎖 DNA を合成し (オペロンバイオテクノロジー) 、相補する各オリゴ DNA を等量混
ぜ合わせた。その後、Thermo Alumi Bath ALB-121 (IWAKI) を用い、98℃で 5 分間イン
キュベートした後15分程度の時間をかけてゆっくりと室温まで冷やしDNA濃度 50 M
の競合阻害アッセイ用二本鎖 DNA フラグメントを調製した。 
 
＜競合阻害アッセイによる結合反応＞ 
 前述第二項で調製した蛍光標識 DNA と Lrp-His の結合反応系に、競合阻害アッセイ
に用いる非標識 DNA 断片の 2 倍希釈系列の溶液を添加して競合阻害アッセイを行った。
具体的には、結合バッファー(30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.15 mM DTT, 50 mM NaCl, 10 
mM MgCl2)10 l と非特異的 DNA 溶液 (1 mg/ml サケ精子由来 DNA 溶液) 1 l を混合し
た溶液に、2倍希釈系列のアニーリングした非標識DNA断片の溶液 3 l(終濃度 7,500 ～
58.6 nM)と蛍光標識 DNA フラグメント 1 l を添加し、この混合溶液に精製した Lrp-His
溶液 5 l (終濃度 1,517 nM)を加え、37℃で 30 分間インキュベートした。インキュベー
ト後、6×loading dye (0.25%ブロモフェノールブルー、40%スクロース) を 1 l 添加し、
前項に記載の方法で電気泳動を行った。 
 
(2-3-3-3) 結果 
 競合阻害アッセイでは、蛍光標識した alaE 遺伝子上流域断片 (-300～+50 bp) と
Lrp-His の結合反応に、3 種類の 61 bp の長さからなる非蛍光標識した alaE 遺伝子上流
域断片 (-240～-180 bp、-160～-100 bp、および-80～-20 bp 上流域断片) を添加し、Lrp-His
との結合を阻害するか否かを調べることによって、Lrp-His の結合領域を探査した (Fig. 
2-5)。alaE 遺伝子-240～-160 bp および-80～-20 bp 上流域断片を使用して競合阻害試験を
行った結果、これら 2 種類の DNA 断片による Lrp-His と DNA 間の複合体形成阻害は認
められなかった。一方、alaE 遺伝子の-160～-100 bp 上流域断片を使用して競合阻害試
験を行ったところ、非蛍光標識 DNA の濃度に依存して複合体の形成阻害が認められた
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(Fig. 2-5 B)。以上の結果から alaE 遺伝子の-160～-100 bp の領域に Lrp-His の結合部位が
存在することが明らかとなった。 
 
第四項 DNaseI フットプリントアッセイによる Lrp 結合部位の同定 
 
(2-3-4-1) 目的 
 前項の実験で、Lrp-His が alaE 遺伝子上流-160～-100 bp の領域に結合することが明ら
かとなった。しかし、競合阻害試験では、使用した競合阻害 DNA 断片に Lrp 結合配列
が存在するかどうかは明らかになるが、詳細な結合領域は決定できない。そこで本研究
では、より詳細な Lrp-His の結合領域を明らかにするために DNaseI フットプリント解
析を行った。 
 
(2-3-4-2) 材料と方法 
＜蛍光プローブ標識 DNA フラグメントの調整＞ 
 本研究では、ゲルシフトアッセイの検出に蛍光プローブ標識した DNA フラグメント
を用いることにした。alaE 遺伝子の開始コドンから 300 bp 上流および開始コドンから
50 bp 下流に結合するプライマーの 5’末端に 6-carboxyfluorescein (6-FAM)を付加したプ
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FIG.2-5. Effect of 61-bp DNA fragments corresponding to distinct parts of the alaE 
upstream region on the binding Lrp to the fluorescently labeled alaE upstream region. 
Non-labeld duplex DNA (7,500 to 58.6 nM) of 240-180 bp (A), 160-100 bp(B) and 80-20 bp 
(C) were added to the reaction mixture containing 1,517 nM of Lrp-His. After binding 
reaction, DNA was resolved by the 5% polyacrylamide gel. 
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ライマーセット (AlaE-300 6-FAM/AlaE+50 6-FAM) を用い、Ex taq DNA polymerase 
(Takara)を使用して PCR を行った。PCR 産物を FastGene Gel/PCR Extraction kit (日本ジェ
ネティクス社)で精製し、波長 260 nmでの紫外部吸光法によってDNA濃度を定量した。
調製した蛍光標識 DNA フラグメントは遮光して-20℃で保存した。 
 
＜Lrp-His と DNA フラグメントの結合反応＞ 
 結合反応は、前述第二項の EMSA と同様に以下の反応系で行った。Lrp-His 溶液 50 l
（終濃度515または257.5 nM）と100 lの結合バッファー (30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.15 
mM DTT, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2)、蛍光標識 DNA10 l（終濃度 4.6 nM）と 40 l の
バッファー を混ぜ、37℃で 30 分間インキュベートし次の操作を行った。 
 
＜DNase I フットプリント解析法＞ 
本研究では、Zianni らの方法 (59) に基づき、キャピラリー電気泳動を用いた DNase I
フットプリント解析を行った。その方法は以下に記す通りである。結合反応後の溶液に
50%グリセロール、150 mM NaCl 溶液に溶解した DNaseI (0.2 mg/ml、400~800 unit/mg) 
を 2 l 添加し 25℃で 3 分間インキュベートした。反応後、即座に 200 l のフェノール-
クロロホルム-イソアミルアルコール (25:24:1) 混合溶液 を添加しボルテックスミキサ
ーで数秒間撹拌した後、10 分間ローテーターで撹拌した。その後、遠心分離 (13,700×
g, 5 min, 23℃) して回収した上清に200 lのクロロホルムを添加してローテーターで10
分程度撹拌し、再び遠心分離 (13,700×g, 5 min, , 23℃) して上清を回収した。その後、
500 l の 100%エタノールを加えて転倒混和し、30 分間静置した。その後、遠心分離 
(15,000×g, 30 min, 4℃) して 100%エタノールを捨て、200 l の 70%エタノールを加えて
転倒混和した後、遠心分離 (15,000×g, 15 min, 4℃)して沈殿物を回収した後、50℃で乾
燥した。次いで、エタノールを除去した精製産物を HiDi formamide (Life technology) 9.9 
l に溶かし、GS600LIZ Size Standard (Life technology) 0.1 l を混ぜ、3 分間ボイルした後
全量を96 wellプレートのウェルに分注しGenetic Analyzer 3500xl (Life technology)でキャ
ピラリー電気泳動を行った。 
 
＜Dye Primer Cycle Sequence 法＞ 
フラグメント解析で使用した alaE 遺伝配列のコントロールは Thermo Sequanase Dye 
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Primer Cycle Sequencing Kit (Affymetrix 社) を使用し、その方法に則って作製した。方法
は以下の通りである。鋳型として 1 g の pUC AlaE 480 を添加し AlaE+60FAM または
AlaE-300FAM をプライマーとして添加し、 95℃30 秒、57℃30 秒、72℃60 秒の反応を
40 サイクル行った。反応後の溶液 0.5 µl をチューブにとり、HiDi formamide 9.4 l と、
GeneScan 600 LIZ size standard 0.1 l を混ぜ、3 分間ボイルした後氷を用いて急冷し
3500xL Genetic Analyzer でフラグメント解析を行った。 
 
Table 2-6. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
Strain  
  
MG1655 wild type Laboratory strain 
plasmid 
  
pUC19 APr, pMB1 ori Takara 
pUC AlaE 480 pUC19 harboring alaE gene and 480 bp upstream region   This work 
  of alaE gene   
 
(2-3-4-3) 結果 
 本項では、より詳細な Lrp-His の結合部位を同定するため、DNase I フットプリント
解析による Lrp-His 結合部位の決定を行った (Fig. 2-6)。alaE 遺伝子のコーディング鎖を
蛍光標識したプローブを用いて解析を行った結果、alaE 遺伝子の-161～-88 bp に渡る領
域で Lrp-His の添加による切断シグナルの消失が認められた (Fig. 2-6 A)。一方、alaE 遺
伝子のノンコーディング鎖を蛍光標識したプローブを用いて解析を行ったところ、alaE
遺伝子の-147～-83 bp に渡る領域で Lrp-His の添加による切断シグナルの消失が認めら
れた (Fig. 2-6 B)。以上の結果をまとめると、Lrp-His の添加によって DNase I の消化か
ら保護された領域は alaE 遺伝子の-161～-83 bp 上流域に存在することが明らかとなっ
た(Fig. 2-6 C)。以上の結果から、Lrp-His は alaE 遺伝子の-161～-83 bp 上流域の広い範
囲に結合することが明らかとなった。この結果は、第三項の競合阻害アッセイでの結果
と整合性のあるものとなった。 
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-200-300 -100 +50+1
+60 -100 -300+1 -200
A
B
Lrp -
Lrp +
Lrp -
Lrp +
Lrp Binding Site
Protected nucleotide
+1 +60
ATGTTCTCACCGCAGTCACGCTTGCGTCATGCAGTTGCAGATACGTTCGCGATGGTTGTT
TACAAGAGTGGCGTCAGTGCGAACGCAGTACGTCAACGTCTATGCAAGCGCATCCAACAA
-60 -50 -40 -30 -20 -10
GAGATCCACTGCTTTCATCTCCATTAACATCCCATTACGCTTTTATTAAGGAGCATTAGC
CTCTAGGTGACGAAAGTAGAGGTAATTGTAGGGTAATGCGAAAATAATTCCTCGTAATCG
-240 -230 -220 -210 -200 -190
AAGGCCATATCTAATTGATTTAATTAAAAATAAATCATATCGGCATGTAAAAATCCACAA
TTCCGGTATAGATTAACTAAATTAATTTTTATTTAGTATAGCCGTACATTTTTAGGTGTT
-300 -290 -280 -270 -260 -250
GAATTCTCTACGCTTATAGCGTTACCTCACCCCCAAACTTTCATTAGTGATATTAAAGGT
CTTAAGAGATGCGAATATCGCAATGGAGTGGGGGTTTGAAAGTAATCACTATAATTTCCA
-180 -170
-160
-150
-140 -130
TGTACAAAAAACGAGCCGTTACGGAATATTTTATCTACAAAAACTGACTAAATAAAAATT
ACATGTTTTTTGCTCGGCAATGCCTTATAAAATAGATGTTTTTGACTGATTTATTTTTAA
-120
-110 -100
-90 -80 -70
TTTCACTAATTGATTAGTCATAGCCAGCGATATACGCTATGCGAAAATGCAGATGGCAAT
AAAGTGATTAACTAATCAGTATCGGTCGCTATATGCGATACGCTTTTACGTCTACCGTTA
C
FIG. 2-6. Determination of the Lrp-binding site in the alaE upstream region. DNase I footprint 
assays were carried out to determine the interaction between the purified Lrp-His (256 nM or 128 
nM) and the alaE upstream DNA fragment labeled with the coding strand (A) or non-coding 
strand (B). (A) and (B) show the restriction pattern obtained in the presence or absence of Lrp-His. 
The fluorescence intensities of the DNA fragments are plotted along the relative position from 
adenine of the initiation codon. Regions protected from DNase I digestion were indicated by 
triangles. (C) Protected nucleotides (triangles) are assigned on the nucleotide sequence of the alaE 
upstream region. Boxes represent Lrp-binding region. 
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第五項 まとめ 
 
alaE 遺伝子の上流に逆向きに存在する stpA 遺伝子の発現制御機構に関する先行研究
で、alaE 遺伝子を含む約 700 bp の領域にロイシン応答性調節タンパク質 (Lrp) が結合
することが報告されている(50)。Lrp は、様々なアミノ酸代謝関連遺伝子の制御を担う
グローバルレギュレーターとして知られており(49)、エフェクターとして L-Alaや L-Leu
が作用することが知られている(45-48)。これらのことから、alaE 遺伝子の発現制御には、
Lrp が関与する可能性が考えられる。そこで、Lrp の関与を明らかにするため、大腸菌
野生株と lrp欠損株を用いて-ガラクトシダーゼレポーターアッセイを行った(Fig. 2-3)。
野生株を用いた場合、alaE 遺伝子の 240 bp 上流域までのレポーターをもつ株で、Ala-Ala、
L-Ala、L-Leu 添加による -ガラクトシダーゼ活性の上昇が認められたが、D-Ala での上
昇は認められなかった。この結果は、RT-PCR での解析と一致する (Fig. 2-2)。また、180 
bp と 120 bp 上流域までのレポーターをもつ株では、Ala-Ala、L-Ala、L-Leu の添加によ
ってわずかな酵素活性の上昇が認められた。一方で、60 bp 上流域までのレポーターを
もつ株では、いずれの条件でも発現の上昇は認められなかった(Fig. 2-3)。この結果から、
alaE 遺伝子の発現上昇には、alaE 遺伝子の 240～180 bp 上流域が重要な働きを担ってい
ると考えられる。一方、lrp 遺伝子欠損株を用いて同様の実験を行ったところ、どのレ
ポータープラスミドをもつ株でも、アミノ酸添加による発現の上昇は認められなかった。
このことから、Lrp は alaE 遺伝子の発現を正の方向に制御する因子であることが明らか
となった。 
 前述の実験で明らかになった Lrp による alaE 遺伝子の発現制御が、他の因子を介さ
ない直接的な制御である場合、Lrp は alaE 遺伝子の上流域に結合する必要がある。Lrp
と alaE 遺伝子上流域の結合の有無を検証するために、alaE 遺伝子 300 bp 上流域から
alaE遺伝子内部 50 bpまでの 350 bpの遺伝子断片と Lrpの結合能をゲルシフトアッセイ
にて評価した結果、Lrp の濃度依存的な複合体の形成が認められた(Fig. 2-4 A)。次いで、
この結合の親和性を評価するため、画像解析によって複合体形成率を算出したところ、
Lrp と alaE 遺伝子上流域の解離定数は約 288 nM となった(Fig. 2-4 B)。この結果から、
Lrp は alaE 遺伝子の上流域に特異的に結合することによって alaE 遺伝子の発現を制御
することが明らかとなった。 
 さらに詳細な Lrp の結合部位を同定するため、競合阻害アッセイと DNase I フットプ
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リント解析を行った。競合阻害アッセイでは、alaE 遺伝子上流の 240～180 bp 上流域、
160～100 bp 上流域、80～20 bp 上流域からなる 3 種類の非蛍光標識 DNA 断片を用い、
蛍光標識した alaE遺伝子上流域断片(-300～+50 bp断片)と Lrpの結合を阻害するかどう
かを調べた。その結果、240～180 bp と 80～20 bp 上流域の競合断片を用いた場合、複
合体形成の阻害は認められなかったが(Fig. 2-5 A C)、160～100 bp 上流域の競合断片を用
いた場合、Lrp の複合体形成が阻害された(Fig. 2-5 B)。この結果から、Lrp の結合部位は
alaE 遺伝子 160～100 bp 上流域に存在することが示唆された。 
 さらに詳細な Lrp 結合部位の特定をするため DNase Iフットプリント解析を行った結
果、Lrp 存在下において DNase I の切断から保護を受けた塩基は、alaE 遺伝子の 83 bp
～161 bp の範囲に存在していた (Fig. 2-6)。この結果は競合阻害試験の結果とも一致し
ており、両者の結果を合わせると、Lrp は alaE 遺伝子上流の 161～83 bp の広い範囲に
わたって結合していることが明らかとなった。 
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第四節 Lrp による alaE遺伝子発現制御のメカニズム 
 
第一項 プライマーエクステンション法による転写開始点の決定 
(2-4-1-1) 目的 
 これまでの研究で、alaE 遺伝子の発現は alaE 遺伝子の開始コドンから-161～-83 bp
上流域に結合する Lrp によって正の方向に制御されることが明らかとなった。しかし、
-240～-180 bp 上流に存在する発現に重要なシスエレメントの機能については明らかに
なっていない。本研究では、alaE 遺伝子上流域がもつ機能を明確にするために、プライ
マーエクステンション法による転写開始点の決定を行った。 
 
(2-4-1-2) 材料と方法 
＜alaE 遺伝子の発現誘導と RNA 抽出法＞ 
 前項 (2-2-2-2) に記載の方法と同様にしてトータル RNA の抽出を行った。ただし、
本実験では、MG1655 と MG1655lrp を使用し、6 mM の Ala-Ala を添加して発現誘導を
行った。 
 
＜プライマーエクステンションの反応系＞ 
PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara) とAlaE+60FAMプライマー(終濃度
0.1 M)を使用し、上記の方法で精製した 2 g のトータル RNA と、dNTP 溶液 1 l を添
加し、滅菌水にて容量を 10 l に調整した。この反応液を 65℃で 5 分間インキュベート
した後、氷を用いて急冷処理を施した反応液に RTase 1 l、5×PrimeScript buffer 4 l、
RNase インヒビター 0.5 l を加え滅菌水で容量を 20 l に調整して 60 分間インキュベ
ートして逆転写反応を行った。その後、75℃15 分間のインキュベートで酵素を失活さ
せた。反応後の溶液に 120 l の 100％エタノールを加えて 30 分間室温でインキュベー
トし、遠心分離（15,000×g, 30 min, 4℃）して上清を捨て、120 l の 70%エタノールを
加えて転倒混和した。その後、再び遠心分離（15,000×g, 15 min, 4℃）して沈殿を回収
し、50℃でインキュベーをしてサンプルを乾燥させた。その後、回収した沈殿に HiDi 
formamide 9.9 l と GeneScan 600 LIZ size standard 0.1 l を添加してよく混和した後、3
分間ボイルして急冷し、3500xL Genetic Analyzer でフラグメント解析を行った。 
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Table 2-7. Strains used in this study. 
Strain  Relevant genotype/properties Source 
MG1655 wild type Laboratory strain 
MG1655lrp MG1655 with a deletion in lrp gene (40) 
 
(2-4-1-3) 結果 
 本実験では、alaE 遺伝子の転写開始点を決定するため、プライマーエクステンション
アッセイを行った(Fig. 2-7)。6 mM の Ala-Ala でインキュベートした大腸菌野生株
MG1655 から抽出した RNA を用いてプライマーエクステンションを行った場合、alaE
遺伝子の-80 bp 上流に増幅断片のシグナルが認められた(Fig. 2-7 B)。しかし、このシグ
ナルは、Ala-Alaを添加せずに同様の実験を行ったものでは認められなかった(Fig. 2-7 A)。
また、lrp 遺伝子欠損株では、Ala-Ala のインキュベートの有無に関わらずシグナルは検
MG1655lrp
No induction
MG1655lrp
Ala-Ala
MG1655
No induction
MG1655 
Ala-Ala
+60 -300-100 -200+1
B
A
C
D
Fig. 2-7. Primer extension assay. Transcriptional initiation site of the alaE gene was analyzed by 
primer extension assay using the total RNA isolated from MG1655 (A and B) and MG1655lrp 
(C and D). Cells were treated with (B and D) and without (A and C) 6 mM of Ala-Ala prior to 
RNA isolation. An arrow in Fig. 7 B indicates the signal of transcriptional initiation site at the 
nucleotide position -80 bp upstream from the alaE initiation codon. 
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出できなかった(Fig. 2-7 C D)。以上のように、alaE 遺伝子の発現を誘導した場合でのみ
alaE 遺伝子-80 bp 上流域にシグナルが検出されたことから、-80 bp 上流が alaE 遺伝子
の転写開始点であると考えられる。 
 
第二項 蛍光標識した長さの異なる alaE 遺伝子上流断片と Lrp-His の相互作用解析 
 
(2-4-2-1) 目的 
 -ガラクトシダーゼアッセイの結果から(Fig. 2-3)、alaE 遺伝子の-240～-180 bp 上流域
に alaE の発現に重要なシスエレメントが存在することが明らかとなっているが、この
領域には Lrp-His も結合せず(Fig 2-5 and 2-6)、さらに転写開始点も存在しないことが明
らかとなっている(Fig. 2-7)。本実験では、alaE 遺伝子の上流-300 bp から 60 bp ずつ短く
した DNA 断片を蛍光標識し、このプローブと Lrp-His の直接的な相互作用をゲルシフ
トアッセイで評価し、機能未知のシスエレメントの欠損が Lrp-His の結合にどのような
影響を与えるか検証した。 
 
(2-4-2-2) 材料と方法 
＜蛍光標識 DNA フラグメントの調製＞ 
 alaE 遺伝子の開始コドンから 50 bp 下流に結合するプライマーの 5’末端に
6-carboxyfluorescein (6-FAM)を付加したプライマー(AlaE+50 6-FAM) と蛍光ラベルを付
加していないプライマー(AlaE-300、AlaE-240、AlaE-180、AlaE-120 および AlaE-60)を用
い、Ex taq DNA polymerase (Takara)を使用して PCR を行い蛍光標識した長さの異なる
DNA プローブを作製した。PCR 産物は次に記す方法でゲルから抽出した。PCR 産物を
Pre-stain Midori green（日本ジェネティクス）と 5:1 の量比で混ぜた溶液全量を 5%ポリ
アクリルアミドゲルにアプライし、20 mA, 40 min で電気泳動した。泳動後のゲルを LED
イルミネーターに乗せ、目的バンドをカッターで切りだし 1.5 ml チューブに移した。ゲ
ル片に 400 l の TE バッファーを加え、ピペットを使用してゲルを細かく砕いた後、ロ
ーテーターを使用して撹拌しながら、一晩 37℃でインキュベートした。ゲル混濁液を
フィルターカラム Mini Bio-spin chromatography column (Bio Rad)に全量移し、遠心分離
(1,000×g, 5 min, 23℃)してゲル片を取り除いた後、得られた溶液を FastGene Gel/PCR 
Extraction kit (日本ジェネティクス)を使用して精製した。得られた蛍光ラベルフラグメ
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ントは紫外部吸光法（A260 nm）によって定量した。 
 
＜蛍光プローブ DNA フラグメントと Lrp-His の結合反応＞ 
精製した Lrp-His を TG50ED バッファーを用いて氷上で希釈し Lrp-His の 4 倍段階希
釈溶液を調製した。200 l 容チューブに結合バッファー (30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.15 
mM DTT, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2) を 10 l 分取し、非特異的 DNA 溶液として TE バ
ッファーを用いて調製した 1 mg/ml サケ精巣由来 DNA (Wako) 溶液を 1 l 反応チュー
ブに加えた。さらに 3 l の TE バッファーと 1 l の上記の方法で作製した、5 種類の蛍
光標識 DNA 溶液（終濃度 4.6 nM）をそれぞれ添加し、最後に 5 l の Lrp-His 溶液(終濃
度 3.5 M, 884 nM, または 221 nM)を加えた。Lrp 溶液添加後、反応液をよく混和させ
37℃で 30 分間インキュベートした後、6×loading dye (0.25%ブロモフェノールブルー、
40%スクロース) を 1 l 添加し、速やかに電気泳動を行った。 
 
＜非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動による蛍光検出＞ 
 ゲルシフトアッセイには非変性ポリアクリルアミドゲル (5%) を使用した。5%非変
性ポリアクリルアミドゲルは、1.67 ml の 30% (w/v) アクリルアミド溶液と 2 ml の
5×TBE バッファー (450 mM Tris-borete, 10 mM EDTA)、6.33 ml の蒸留水、10 l の テト
ラメチレンジアミン、30 l の 25% (w/v)過硫酸アンモニウム溶液を混ぜ、よく撹拌した
後 1 mm 厚のゲル版に流し込み室温で 3~5 時間ほど重合させたものを使用した。 結合
反応後の反応液20 lに4 lの6×ゲルローディングバッファー (0.25% bromophenol blue, 
40% sucrose) を加え、非変性ポリアクリルアミドゲルに全量をアプライした。電気泳動
は電源装置 Power Station 500VC (ATTO) を用いて 20 mA の定電流で 60 分間行い、泳動
終了後すぐに Molecular Imager FX (BioRad) を用い、FITC 用フィルターを使用して蛍光
の検出を行った。 
 
(2-4-2-3) 結果 
 前述第三項において非蛍光標識 DNA 断片を用いた競合阻害実験で、alaE 遺伝子の
-160～-100 bp 上流域断片が蛍光プローブと Lrp-His の結合を阻害した(Fig. 2-5)。本実験
では、alaE 遺伝子上流域の長さの異なる蛍光標識 DNA 断片を用い、これらの蛍光プロ
ーブと Lrp-His の直接的な相互作用を調べるために、alaE 遺伝子-300 bp 上流から 60 bp
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ずつ短くした 5 種類の蛍光標識 DNA 断片(-300～+50 bp、-240～+50 bp、-180～+50 bp、
-120～+50 bp、-60～+50 bp 上流域断片) を使用してゲルシフトアッセイを行った(Fig. 
2-8)。-300～+50 bp、-240～+50 bp、-180～+50 bp 上流断片を使用してゲルシフトアッセ
イを行ったところ、これら 3 種類の DNA 断片と Lrp-His の結合能に大きな変化は認め
られなかった。一方、-120～+50 bp 上流断片を使用した場合、DNA 断片と Lrp-His の結
合親和性は大きく低下しており、さらに、-60～+50 bp 上流域断片を用いた場合、DNA
断片と Lrp-His の結合は認められなかった。これらの結果は、Lrp-His の結合部位が alaE
遺伝子の-161～－83 bp 上流域に存在するという結果と整合性のあるものとなった。し
かし、親和性の違いが認められなかった-300～+50 bp、-240～+50 bp、-180～+50 bp 上
流断片については、複合体のバンドパターンに違いが認められた。-300～+50 bp 上流断
片では、少なくとも 3本の複合体バンドが確認できたのに対して、-240～+50 bpは 1本、
-180～+50 bp 上流断片では 2 本のバンドが認められた。これらのバンド数の変化は、
Lrp-His の結合数などの変化を示唆しており、これらの結果から alaE 遺伝子-240～-180 
bp上流域はLrpと alaE遺伝子上流域の結合に何らかの影響を与えることが予想される。 
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Fig. 2-8. Effect of the truncation of alaE upstream region for Lrp binding. Truncated alaE 
gene upstream fragments (-300 to +50, -240 to +50, -180 to +50, -120 to +50, and -60 to 
+50) were incubated with various concentration of his-tagged Lrp (3.5 M, 884 nM, or 
221 nM) at 37ºC for 30 min.  DNA was resolved by 5% (w/v) polyacrylamide gel.  
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第三項 hns 遺伝子欠損株による-ガラクトシダーゼアッセイ 
 
(2-4-3-1) 目的 
 alaE遺伝子-240～-180 bp上流域に存在する機能未知のシスエレメントの役割として、
他の転写調節因子が作用する可能性が考えられる。実際に、alaE 遺伝子周辺域には Lrp
のほかにもグローバルレギュレーターとして知られるH-NSが結合することが報告され
ている(50)。本研究では、alaE 遺伝子周辺域に結合する H-NS が alaE 遺伝子の発現調節
に関与するかどうかを明らかにするため、hns 欠損株を用いた-ガラクトシダーゼアッ
セイを行った。 
 
(2-4-3-2) 材料と方法 
＜hns 遺伝子欠損株の作製＞ 
BW25113hns を L-broth (12.5 g/ml Km) に接種し 37℃で振とう培養をした後、500 l
の菌体を遠心集菌し(13,700×g, 5 min, 23℃) 同量の 0.85% NaCl で一回遠心洗浄を行っ
た。菌体ペレットを 500 lの 0.85% NaClに懸濁し、5分間ボイルした後、遠心分離(13,700
×g, 5 min, 23℃)し、熱水抽出溶液を作製した。この溶液を鋳型として使用し、Ex Taq
とプライマーセット (del-hns fwd, del-hns rev) を使って PCR を行い、カナマイシン耐性
カセットの挿入により hns 遺伝子が破壊された DNA 断片を増幅した。このときの PCR
反応は、 98℃10 秒、55℃30 秒、72℃2 分を 30 サイクルで行った。 
pKD46 を形質転換した MG1655lacZ および MG1655lacZlrp を L-broth (100 g/ml 
Amp) に植菌して 30℃で一晩前培養した後、菌液 100 µl を 5 ml の L-broth (100 ug/ml 
Amp, 0.2%アラビノース) に接種し、30℃で OD660 = 0.6 程度になるまで培養した。その
後、菌液 5 ml を遠心集菌 (2,500×g, 10 min, 23℃) し、3 ml の氷冷した 0.1 M CaCl2溶液
で菌体を 1 回遠心洗浄した。洗浄後の菌体を 100 ul の 0.1 M CaCl2溶液に懸濁し、上記
のPCR産物を2 ul添加してヒートショック処理 (42℃ 90 sec) した。ヒートショック後、
1 ml の SOC 培地を加え 37℃で 45 分間振とう培養して L-寒天培地上 (12.5 µg/ml Km)に
塗布し、37℃で一晩培養することで形質転換体を得た。得られた形質転換体から熱水処
理によってゲノム DNA を抽出し、上記と同じ条件で PCR に供してカナマイシン耐性カ
セットの有無を確認した。 
得られた hns 欠損株に alaE 遺伝子上流域断片を組み込んだレポータープラスミド
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（pAlaE-300, AlaE-240）を塩化カルシウム法によって形質転換し、-ガラクトシダーゼ
アッセイに供した。 
 
＜ -ガラクトシダーゼアッセイ＞ 
 -ガラクトシダーゼアッセイは前項 (2-3-1-2) に記載した方法と同様にして行った。 
 
Table 2-9. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
Strain  
  
MG1655 wild type 
Laboratory 
strain 
MG1655lrp MG1655 with a deletion in lrp gene (40) 
MG1655lacZ MG1655 lacZ::KM This work 
MG1655lacZ lrp MG1655 lacZ::KM, with a delition in lrp gene This work 
MG1655lacZ hns MG1655 lacZ::FRT,hns ::KM This work 
MG1655lacZ hns lrp 
MG1655  lacZ::FRT,hns ::KM, with a delition in 
lrp gene 
This work 
BW25113 
F
-
, DE(araD-araB)567, lacZ4787(del)::rrnB-3, 
LAM-, rph-1, DE(rhaD-rhaB)568, hsdR514 
(60) 
BW25113hns BW25113 hns::KM (60) 
plasmid 
  
pAlaEup-300 pCB192 harboring 300 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
 
pAlaEup-180 pCB192 harboring 180 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
 
pAlaEup-120 pCB192 harboring 120 bp upstream of alaE gene This work 
 
of MG1655 
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 (2-4-3-3) 結果 
 本実験では、alaE 遺伝子の周辺域に結合することが報告されている H-NS が alaE 遺
伝子の発現制御に関与するかどうかを明らかにするため、hns 欠損株を使用した-ガラ
クトシダーゼアッセイを行った。hns 欠損株を宿主として用いレポーターアッセイを行
った結果、alaE遺伝子上流-300 bpをもつレポータープラスミド pAlaE300導入株でL-Ala
添加による-ガラクトシダーゼ活性の上昇が認められた。しかし、レポーター活性の値
は野生株(212.2 Miller Unit)と比較するとわずかに低下していた(162.4 Miller Unit)。しか
し、180 bp 上流のレポータープラスミド pAlaE180 をもつ株では、野生株の場合と同様
に L-Ala 添加によるレポーター活性の上昇は認められなかった。また、lrp、hns の両遺
伝子欠損株を用いてレポーターアッセイを行ったところ、いずれのレポータープラスミ
ド(pAlaE300および pAlaE180)をもつ株でもレポーター活性の上昇は認められなかった。
以上の結果から、H-NS は alaE 遺伝子の発現をわずかに上昇させる働きをもつ可能性が
あるが、lrp 欠損が与える影響が非常に大きいことから、alaE 遺伝子の発現制御に何ら
かの関与があったとしても、H-NS は alaE 遺伝子の転写調節因子として重要な役割を果
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Fig. 2-9 Expression of -galactosidase activity by alaE upstream-lacZ fusions in 
MG1655lacZhns and MG1655lacZlrphns. Each cells harboring a fusion plasmid 
containing various length of alaE upstream region (300 bp, 180 bp, or 120 bp upstream 
region) were incubated at 37ºC for 3 h in the presence of 6 mM of L-alanine (hashed). 
Control has no-supplementation (black). -galactosidase activity was determined as 
described in Materials and Methods.  
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たしていなものと考えられる。 
 
第四項 alaE 上流域と Lrp-His の結合に及ぼすアミノ酸の影響 
 
(2-4-4-1) 目的 
これまでの研究で、alaE 遺伝子が細胞内の L-Ala および L-Leu 濃度の上昇に応答して
発現すること、そして、この発現は Lrp によって正の方向に制御されることが明らかと
なっている。したがって、Lrp は細胞内の L-Ala および L-Leu の濃度上昇に応答して、
alaE 遺伝子上流域への結合を変化させる可能性が考えられる。そこで、本実験では
Lrp-His と alaE 遺伝子上流域の結合に、L-Ala、L-Leu、Ala-Ala、および D-Ala 添加がど
のような影響を与えるかを明らかにするため、ゲルシフトアッセイを用いた相互作用解
析を行った。 
 
(2-4-4-2) 材料と方法 
 
＜蛍光プローブ DNA フラグメントと Lrp-His の結合反応＞ 
 精製した Lrp-His を TG50ED バッファーを用いて氷上で希釈し Lrp-His の 2 倍段階希
釈溶液を調製した。200 l 容チューブに Ala-Ala、L-Ala、L-Leu および D-Ala を含む結
合バッファー (30 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.15 mM DTT, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2、各種
アミノ酸終濃度 20 mM～1 M) を 10 l 分取し、非特異的 DNA 溶液として TE バッフ
ァーを用いて調製した 1 mg/ml サケ精巣由来 DNA (Wako) 溶液を 1 l 反応チューブに
加えた。さらに 3 l の TE バッファーと 1 l の蛍光標識 DNA 溶液（終濃度 4.6 nM）を
添加し、最後に 5 l の Lrp-His 溶液を加えた。Lrp 溶液添加後、反応液をよく混和させ
37℃で 30 分間インキュベートした後、6×loading dye (0.25%ブロモフェノールブルー、
40%スクロース) を 1 l 添加し、速やかに電気泳動を行った。 
 
＜非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動による蛍光検出＞ 
 ゲルシフトアッセイには非変性ポリアクリルアミドゲル (5%) を使用した。5%非変
性ポリアクリルアミドゲルは、1.67 ml の 30% (w/v) アクリルアミド溶液と 2 ml の
5×TBE バッファー (450 mM Tris-borete, 10 mM EDTA)、6.33 ml の蒸留水、10 l の テト
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ラメチレンジアミン、30 l の 25% (w/v)過硫酸アンモニウム溶液を混ぜ、よく撹拌した
後 1 mm 厚のゲル版に流し込み室温で 3~5 時間ほど重合させたものを使用した。結合反
応後の反応液 20 l に 4 l の 6×ゲルローディングバッファー (0.25% bromophenol blue, 
40% sucrose) を加え、非変性ポリアクリルアミドゲルに全量をアプライした。電気泳動
は電源装置 Power Station 500VC (ATTO) を用いて 20 mA の定電流で 60 分間行い、泳動
終了後すぐに Molecular Imager FX (BioRad) を用い、FITC 用フィルターを使用して蛍光
の検出を行った。 
 
(2-4-4-3) 結果 
 本実験では Lrp-His と alaE 遺伝子上流域の結合に、L-Ala、L-Leu、Ala-Ala、および
D-Ala 添加がどのような影響を与えるかを明らかにするため、ゲルシフトアッセイを用
いた相互作用解析を行った。L-Ala を添加して結合反応を行った場合、Lrp-His と alaE
遺伝子上流域の複合体形成率は、L-Ala 濃度依存的に上昇し、alaE 遺伝子の発現に影響
を及ぼさない D-Ala と比較すると有意に親和性を上昇させることが明らかとなった(Fig. 
2-10 A, D)。また、L-Leu の場合も同様に、L-Leu 濃度依存的に複合体形成率が上昇した
(Fig. 2-10 A, E)。一方、alaE 遺伝子の発現を上昇させた Ala-Ala を添加した場合、濃度
依存的な複合体形成率の上昇は認められなかった(Fig. 2-10 B, F)。したがって、Ala-Ala
の培地への添加によるalaE遺伝子の発現上昇は、細胞が取り込んだAla-Ala由来のL-Ala
が細胞内に蓄積したことで引き起こされたものと考えられる。以上の結果をまとめると、
Lrp は細胞内の L-Ala または、L-Leu 濃度が上昇すると alaE 遺伝子上流域との結合親和
性を高め、alaE 遺伝子の上流域に結合することで発現の切り替えを行うことが示唆され
る。 
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Fig. 2-10. Effect of L-alanine, L-leucine, Ala-Ala, and D-alanine on the Lrp binding to the alaE 
upstream region.  6-FAM-labeled alaE upstream fragment (4.6 nM) and Lrp-His (442.5 nM) were 
incubated in the presence of L-alanine or L-leucine (A), Ala-Ala (B), and D-alanine (C). After 
incubation at 37ºC for 30 minutes, DNA was resolved by 5% of polyacrylamide gel. After 
quantification of free DNA and Lrp-bound DNA, fold-changes at various concentration of L-alanine 
(D), L-leucine (E), and Ala-Ala (F), relative to the amount of Lrp-bound DNA in the absence of 
cofactor are plotted. Results of D-alanine that did not affect the expression of the alaE-lacZ fusion 
(FIG. 2) are included in (D), (E), and (F). Significant differences toward D-alanine were evaluated 
the unpaired student t-test (✱p < 0.05). 
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第五項 まとめ 
 
これまでの結果から、alaE 遺伝子の発現は、alaE 遺伝子の-161～-83 bp 上流に結合す
る Lrp によって正の方向に発現制御されることが明らかとなった。本研究では、さらに
詳細な発現制御メカニズムを調べるため、alaE 遺伝子の転写開始点の決定を試みた。プ
ライマーエクステンション法による解析を行ったところ、alaE 遺伝子の転写開始点は
Lrp 結合部位直下の-80 bp 上流から始まることが明らかとなった(Fig. 2-7 B)。 
 これまでの alaE 遺伝子発現制御に関する結果をまとめると、次のことが明らかとな
った。①alaE 遺伝子の上流-161～-83 bp 上流域に Lrp の結合部位が存在する。②alaE 遺
伝子の転写開始点は開始コドンの上流-80 bp である。③alaE 遺伝子上流-240～-180 bp
領域に L-Ala 存在時の alaE 遺伝子高発現に重要なシスエレメントが存在する。以上の
結果から、-240～-180 bp 上流域が関与する発現調節機能として、Lrp の結合に何らかの
影響を与える可能性が考えられる。そこで、alaE 遺伝子の高発現に重要なシスエレメン
トである-240～-180 bp 上流域の機能を調べるため、alaE 遺伝子の-300 bp 上流域から 60 
bp ずつ短くした位置から alaE 遺伝子内部+50 bp までの 5 種類の蛍光標識 DNA 断片
（-300～+50、-240～+50、-180～+50、-120～+50、-60～+50）を用いてゲルシフトアッ
セイを行い Lrp-His との結合能を評価した(Fig. 2-8)。-300～+50、-240～+50、-180～+50
の 3 種類のフラグメントを用いてゲルシフトアッセイを行った結果、3 種類の断片は、
いずれも同等の親和性で Lrp-His と結合することが明らかとなった(Fig. 2-8)。一方、-120
～+50 のフラグメントは、Lrp-His との結合親和性が著しく低下しており、-60～+50 の
フラグメントは Lrp-His と結合しなかった(Fig. 2-8)。この結果は、Lrp-His 結合部位を決
定した結果と整合性のあるものであった。しかし、-300～+50、-240～+50、-180～+50
の 3 種類のフラグメントの複合体バンドの本数に違いがみられたことから、Lrp-His の
結合する数や位置などに alaE 遺伝子上流域の長さが何らかの影響を及ぼす可能性が示
唆された。したがって、alaE 遺伝子-240～-180 bp の領域は、Lrp が alaE 遺伝子の-161
～-83 bp の領域に正常に結合するために必要であると予想される。 
 これまでの研究で alaE 遺伝子の発現は、細胞内の L-Ala あるいは L-Leu 濃度の上昇
によって誘導されることが明らかとなっている (Fig. 2-10)。したがって、Lrp による alaE
遺伝子の発現制御は、L-Ala や L-Leu がエフェクターとして機能し、alaE 遺伝子上流域
と Lrp の結合に影響を及ぼす可能性が考えられる。この点を検証するために、alaE 遺伝
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子上流域と Lrp-His の結合に及ぼす各種アミノ酸の影響をゲルシフトアッセイで調べた
(Fig. 2-10)。L-Ala を添加した場合、Lrp-His と alaE 遺伝子上流域の複合体形成率は、L-Ala
濃度依存的に上昇し、alaE 遺伝子の発現に影響を及ぼさない D-Ala と比較すると有意に
親和性を上昇させることが明らかとなった(Fig. 2-10 A, D)。また、L-Leu の場合も同様
に、濃度依存的に複合体形成率を上昇させた(Fig. 2-10 A, E)。一方、alaE 遺伝子の発現
を上昇させた Ala-Ala を添加した場合、濃度依存的な複合体形成率の上昇は認められな
かった(Fig. 2-10 B, F)。したがって、Ala-Ala の添加による alaE 遺伝子の発現上昇は、
Ala-Ala 由来の L-Ala が細胞内に蓄積したことで引き起こされたものと考えられる。 
 以上の結果をまとめると、細胞内の L-Ala または、L-Leu 濃度が上昇すると Lrp に作
用し、alaE 遺伝子上流域との結合親和性を高めることで、発現の切り替えを行うものと
考えられる。 
  
42 
 
第五節 小括 
 
 当研究室の堀および金の研究から大腸菌の L-Ala 排出輸送体 AlaE は、細胞外に L-ア
ラニンを排出する輸送体であることが明らかとなっている(39, 41)。しかし、なぜ大腸
菌が重要な栄養源である L-アラニンをエネルギーを消費してまで細胞外に排出する必
要があるのか、という疑問は明らかとなっていなかった。本研究では AlaE の生理的な
機能を明らかにするため、高濃度の Ala-Ala または L-Ala 存在下での大腸菌野生株と
alaE 遺伝子欠損株の生育の様子を評価した。その結果、alaE 遺伝子欠損株が高濃度の
Ala-Ala および L-Ala 存在下で生育が阻害されたことから、AlaE が細胞内の L-Ala レベ
ルの恒常性を保ち、高濃度 L-Ala が存在する環境下での生育を可能にする機能を持つこ
とが示唆された(Fig. 2-1)。これまでの報告においてアミノ酸排出能を欠損した菌株が輸
送基質であるアミノ酸を含むペプチド存在下で生育阻害を起こすことが明らかとなっ
ており(13, 21, 29, 38)、AlaE を含むアミノ酸の排出輸送体の役割は、細胞内のアミノ酸
レベルを調節するための「安全バルブ」としての機能を持つことが強く示唆されていた。 
細菌のアミノ酸の排出輸送体は、メカノセンシティブチャネルである C. glutamicum
のグルタミン酸排出輸送体 NCgl1221 は例外として、エネルギーを利用する二次輸送体
であることが知られている。実際に、大腸菌において LeuE (22)、ThrE (30)および RhtA 
(16)がプロトン駆動力を利用して基質を排出することが示唆されており、CycDC にお
いては ATP を利用した能動輸送を行うことが報告されている (19)。一方、AlaE にお
いては、金の研究によってプロトン駆動力を利用した能動輸送によって L-Ala を排出
することが明らかとなっている(41)。しかし、アミノ酸は細菌にとって重要な栄養源で
あり、また、プロトン駆動力や ATP は細胞の生命活動を維持するための必須のエネル
ギーである。したがって、栄養源である L-Ala を細胞内の重要なエネルギーであるプ
ロトン駆動力や ATP を消費して輸送することは、エネルギーの浪費につながり、生育
に不利に働く可能性が考えられる。このことから、alaE 遺伝子をはじめとするアミノ
酸排出輸送体の発現は、細胞内のアミノ酸濃度の上昇に応答して厳密に発現制御され
る必要があると予想される。 
この仮説を検証するため alaE 遺伝子の発現を RT-PCR で解析した結果、alaE 遺伝子
の発現は、細胞内 L-Ala や L-Leu の濃度上昇を感知する転写調節因子によって制御され
ることが明らかとなった(Fig. 2-2)。本研究では、さらに詳細な alaE 遺伝子の発現制御
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メカニズムを明らかにするため、-ガラクトシダーゼアッセイを行った。その結果、alaE
遺伝子の発現上昇には、alaE 遺伝子の 240～180 bp 上流域が重要な働きを担い、Lrp が
alaE 遺伝子の発現を正の方向に制御する因子であることが明らかとなった(Fig. 2-3)。こ
の Lrp による alaE 遺伝子の発現制御機構についてさらに詳細な解析を行うために、ゲ
ルシフトアッセイによる alaE 遺伝子上流域と Lrp の相互作用を解析した結果、Lrp は
alaE遺伝子の上流域に解離定数が約 288 nMの親和性で結合することが明らかとなった
(Fig. 2-4)。Lrp と他の遺伝子の調節領域との結合親和性 (10-9から 10-8 M) (57)と比較す
ると、AlaE 遺伝子との親和性は低い傾向にあったが、Lrp の細胞内濃度が 10-6 M まで
達することを考慮すると(58)、本研究で明らかになった alaE 遺伝子上流域と Lrp の結合
は生理的に意味のある親和性であるといえる。この結果から、Lrp は alaE 遺伝子の上流
域に特異的に結合することによって alaE 遺伝子の発現を制御することが明らかとなっ
た。 
本研究では、さらに詳細な発現制御機構を明らかにするため、競合阻害試験と DNase  
I フットプリント解析を行って Lrp 結合領域の同定を試みた(Fig. 2-5 and 2-6)。解析の結
果、Lrp は alaE 遺伝子上流の 161～83 bp の広い範囲にわたって結合していることが明
らかとなった。Lrp には 15 から 20 bp 程度の Lrp コンセンサス配列の存在が報告されて
いるが(61-63)、TA が豊富な領域に配列非特異的に結合しやすく、核様体タンパク質と
して機能することが知られており、約 100 bp にわたる広い範囲に複数分子の Lrp が結
合することが明らかとなっている(49, 64, 65)。したがって、本研究で得られた約 80 bp
にわたる結合領域には数分子の Lrp が結合している可能性が考えられる。 
 続いて、本研究では alaE 遺伝子の転写開始点を同定するためプライマーエクステン
ション解析を行った。その結果、alaE 遺伝子の 80 bp 上流に転写開始点と思われるシグ
ナルを検出した。この領域は TARGSERCH program (66) を用いたプロモーター予測で
もプロモーター領域の存在が推定された領域である。さらに、化学変異誘導剤によるラ
ンダム変異によって取得した L-Ala 排出能欠損変異株の alaE 遺伝子の塩基配列を調べ
た結果、alaE の-88 bp 上流のチミンがシトシンに変異していることが金によって明らか
にされ、この変異が元で RNA ポリメラーゼの結合能が失われて L-Ala 排出能を失った
可能性が考えられる(42)。これらの事実から、alaE 遺伝子の転写開始点は alaE 遺伝子
の-80 bp 上流域に存在することが明らかとなった(Fig. 2-7)。 
 これまでの結果から、alaE 遺伝子の上流域には、①alaE 遺伝子の上流-161～-83 bp 上
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流に Lrp の結合部位が存在する、②alaE 遺伝子の転写開始点は開始コドンの上流-80 bp
である、③alaE 遺伝子上流-240～-180 bp 領域に alaE 遺伝子高発現に重要なシスエレメ
ントが存在することが明らかとなった。続いて本研究では、alaE 遺伝子の-240～-180 bp
上流域がもつ役割の解明を試みた。alaE 遺伝子の-240～-180 bp 上流域がもつ役割とし
て、Lrp 以外の転写調節因子が作用する領域である可能性が考えられる。実際に、alaE
遺伝子周辺域にグローバルレギュレーターとして知られる H-NS が結合することが
Sonden らにより報告されている(50)。alaE 遺伝子の発現に H-NS が関与するかどうかを
検証するために、hns 遺伝子欠損株を用いて-ガラクトシダーゼアッセイを行ったとこ
ろ、alaE 遺伝子発現に及ぼす hns 遺伝子欠損の影響は認められなかった(Fig. 2-9)。この
結果から、alaE 遺伝子の-240～-180 bp 上流域の alaE 遺伝子発現制御機能は H-NS とは
関係ないことが明らかとなった。 
 alaE 遺伝子の-240～-180 bp 上流域がもつ役割として考えられるもう一の可能性は、
この領域が Lrp の結合に影響を与える可能性である。Lrp は一般的に約 100 bp の広い範
囲にわたり 4 つの Lrp ダイマーが結合することが報告されている(64)。この 4 つの Lrp
ダイマーは 8 量体を形成し、結合した DNA 領域を湾曲させてトポロジー変化を起こす
ことで発現調節を行うと考えられている(64)。このように、Lrpによる発現制御にはDNA
の構造変化が重要な意味をもつため、alaE 遺伝子の-240～-180 bp 上流域がその下流部
に存在する Lrp 結合領域と Lrp の結合に影響を与える可能性が考えられる。この可能性
を検証するため、本研究では alaE 遺伝子上流域を断片化し、Lrp との結合に与える影響
を検討した。その結果、-300～+50、-240～+50、-180～+50 の 3 種類のフラグメントと
Lrp が形成する複合体バンドの本数に違いがみられたことから、Lrp の結合する数や位
置などに alaE 遺伝子上流域の長さが何らかの影響を及ぼす可能性が示唆された(Fig. 
2-8)。したがって、alaE 遺伝子の-240～-180 bp 上流域は、Lrp が alaE 遺伝子の-161～-83 
bp の領域に正常に結合するために必要であると予想される。今後、Lrp と alaE 遺伝子
上流域の結合に関するさらに詳細な解析を行うことで、alaE 遺伝子-240～-180 bp の領
域がもつ機能が明らかになることが期待される。 
 本研究では、alaE 遺伝子の発現が細胞内の L-Ala または L-Leu の上昇に伴って誘導さ
れることが明らかとなった(Fig.2-2 and 2-3)。この結果から、alaE 遺伝子の発現制御は、
L-Ala や L-Leu がエフェクターとして作用し、alaE 遺伝子上流域への Lrp の結合になん
らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。この点を検証するために、alaE 遺伝子上流域
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と Lrp-His の結合に及ぼす各種アミノ酸の影響をゲルシフトアッセイで評価した(Fig. 
2-10)。その結果、L-Ala や L-Leu の濃度が上昇するにつれて Lrp と alaE 遺伝子上流域の
親和性が上昇することが明らかとなった。以上の結果から、Lrp による alaE 遺伝子発現
制御機構は、細胞内の L-Ala 濃度の上昇に応答して Lrp が alaE 遺伝子の上流域に結合
し、その発現を上昇させるシステムであると考えられる。放射性標識した L-Ala の AlaE
による輸送活性は L-Leu によって阻害されないことから、AlaE は L-Leu を認識しない
ことが金らによって示唆されている(41)。本研究の結果から、alaE 遺伝子の発現は L-Leu
によっても誘導されることが明らかとなったが、なぜ基質ではない L-LeuによってAlaE
の発現が誘導されるのか、その生理的意義について現時点では不明である。しかし、排
出輸送体の発現誘導因子と輸送基質の関係に関して、大腸菌のスレオニン排出輸送体
RhtC は L-Leu を排出しないが、AlaE の場合と同様に L-Leu によって発現が上昇するこ
とが明らかとなっている(67)。この事実からも、L-Leu による AlaE の発現誘導は、グロ
ーバルレギュレーターである Lrp の二次的な作用であると考えられる。 
 Lrp は細菌のゲノム上に 300 以上の結合領域を有し、多くの遺伝子の発現を制御する
グローバルレギュレーターとして知られており(49, 68)。その一つの機能はアミノ酸の
代謝に関連する遺伝子や、アミノ酸の取り込みおよび排出に関与する遺伝子の制御を行
うことである。本研究では、L-Ala の排出に関与する alaE 遺伝子の発現を Lrp は正の方
向に制御することが明らかになったが、L-Ala をはじめとするアミノ酸の取り込みに関
与する LIV-I およびオリゴペプチド取り込み輸送体 OppABCDF は Lrp による負の発現
制御を受けることが明らかとなっている(49, 69, 70)。したがって、細胞内の L-Ala レベ
ルの調節は、Lrp が取り込み経路と排出経路を双方向に制御することで保たれ、かつエ
ネルギーの浪費を防げるシステムとなっていることが明らかとなった。 
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Table 2-10. Primers used in this study. 
Primer Nucleotide sepuence (5'-3') 
alaE-RT-F 5'-TTCTCACCGCAGTCACGC-3' 
alaE-RT-R 5'-CTGCTGGTAACGGCTGAC-3' 
gapA-RT-F 5'-TGAATGGCAAACTGACTGGTATGGC-3' 
gapA-RT-R 5'-AACCGGTTTCGTTGTCGTACCAGGA-3' 
lacZ-del-fwd 
5'-TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAAAATTTCA 
CACAGGAAACAGCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3' 
lacZ-del-rev 
5'-ATGGATCTTCCTTACGCGAAATACGGGCAGACATG 
GCCTGCCCGGTTATTAATTCCGGGGATCCGTCGAC-3' 
lacZ-F 5'-CCAGGCTTTACACTTTATGC-3' 
lacZ-R 5'-CGAAATACGGGCAGACATGG-3' 
alaEup300-F 5'-TTCAAGCTTGAATTCTCTACGCTTATAGC-3' 
alaEup240-F 5'-CTTAAGCTTAAGGCCATATCTAATTG-3' 
alaEup180-F 5'-ACAAAGCTTTGTACAAAAAACGAGCCG-3' 
alaEup120-F 5'-AAAAAGCTTTTTCACTAATTGATTAGTC-3' 
alaEup60-F 5'-CTCAAGCTTGAGATCCACTGCTTTCATC-3' 
alaEup-R 5'-GCGGATCCGCTAATGCTCCTTAATAAAAG-3' 
pQELrp-F 5'-ACAATAGGATCCGTAGATAGCAAGAAG-3' 
pQELrp-R 5'-TTTGCAAAGCTTCCGTGTTAGCGCGTC-3' 
AlaE-300 6-FAM 5'-[6FAM]GAATTCTCTACGCTTATAGC-3' 
AlaE+50 6-FAM 5'-[6FAM]GCGAACGTATCTGCAACTGC-3' 
AlaE+60 6-FAM 5'-[6FAM]AACAACCATCGCGAACGTATC-3' 
del-hns-F 5'-TAGGGAATTCTCGTAAACAC-3' 
del-hns-R 5'-AGAAACGGTGGAAGCCTATC-3' 
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第三章 AlaE のオリゴマー構造と第 4 膜貫通領域の機能解析 
 
第一節 諸言 
 
AlaE を含む細菌の内膜に存在する輸送体タンパク質は、1 つから複数の疎水性アミノ
酸に富んだ-へリックスからなる膜貫通領域をもち、この-へリックスがリン脂質二重
層を貫通することによって細胞膜上に埋め込まれている。膜タンパク質は、細胞質内外
に局在する親水性領域と脂質二重層の内部に局在する疎水性領域を独自の配向性でも
っており、疎水性へリックス間、あるいは親水性領域間の相互作用によって独自の立体
構造を形成して機能する(71, 72)。輸送体タンパク質は、「細胞内に開いた構造」と「細
胞外に開いた構造」の両方をもち、この構造を変化させる Alternative access モデルにし
たがい基質を輸送することが知られている(73-76)。したがって、基質輸送メカニズムを
理解するうえで膜タンパク質の構造を理解することは極めて重要となる。この輸送体タ
ンパク質の構造を理解するうえで基礎となる情報が、膜貫通へリックスの領域や配向性
に関する膜トポロジーである。膜貫通へリックスがもつ配向性は膜タンパク質の機能そ
のものに結びつく重要な情報であるため、膜タンパク質の機能を明らかにしていくため
にはこの膜トポロジーに関する情報は必須である(77)。膜タンパク質の膜トポロジー情
報を得るための簡便な手法として、各領域のアミノ酸がもつ疎水性スコアを評価して膜
貫通領域を予測する膜貫通領域予測プログラムを用いた解析が一般的に用いられる。膜
貫通領域予測プログラムは年々その解析精度を増しているものの、膜トポロジーを正確
に決定することは不可能である(78, 79)。そこで本研究では、緑色蛍光タンパク質 (GFP) 
などのレポータータンパク質を用いた遺伝子融合法(80, 81)、およびシステインスキャ
ニング法を用いた実験的なトポロジー解析 (82, 83)を実施し、膜トポロジー解析プログ
ラムによる予測と合わせることで、AlaE の膜トポロジー解析を行った。 
 また、本研究では AlaE の構造解析を行うにあたり、オリゴマー構造に着目した。こ
れまでに同定されたアミノ酸の排出輸送体は 200 個程度のアミノ酸残基からなり、6 個
の膜貫通領域をもつ RhtB/LysE ファミリー(RhtB、RhtC、YfiK、YggA および YeaS) (84)
や、約 300 アミノ酸残基からなり、10 個の膜貫通領域をもつ RhtA ファミリー (RhtA、
YdeD、YddG および YtfF) に分けられる(16, 20, 24)。しかし、AlaE はどちらのファミリ
ーにも属さない新規のファミリー (AlaE ファミリー) を構成する膜タンパク質として
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見いだされた(40)。AlaE は 149 個のアミノ酸残基からなり、既存のアミノ酸排出輸送体
と比較すると最も小さい分子である(Table 3-1) (40)。AlaE と同程度の分子量をもつ膜タ
ンパク質として、100～140 個程度のアミノ酸残基からなり、4 回の膜貫通領域をもつ多
剤排出ポンプが属する SMRファミリー (Small Multi-drug Resistance family) がある(85)。
その一員としてよく知られるEmrEはホモオリゴマーを機能ユニットとすることが明ら
かとなっている(85, 86)。したがって分子量の小さい AlaE もオリゴマーを形成して機能
する可能性が考えられる。この膜タンパク質のオリゴマー形成に関与するモチーフとし
て GxxxG モチーフが知られている(87, 88)。GxxxG モチーフは、3 つのアミノ酸残基に
隔たれた 2 つの Gly 残基からなるモチーフであり、この並びで-へリックス構造をとっ
たときに、この 2 つの Gly 残基は同一平面上に局在することになる。この 2 つの Gly 残
基が存在する面は、側鎖が非常に小さいためにへリックス間の分子間引力が強まること
で相互作用することが知られる(87, 88)。堀が AlaE を同定する際に得た、L-Ala 排出能
欠損株の中から、AlaE の膜貫通領域内と予測される部位に存在する GxxxG モチーフに
変異が存在する株 (Gly125Glu,および Gly129Asp) が同定されている(40, 42)。したがっ
て、AlaE のオリゴマー形成にこの GxxxG モチーフが関与する可能性が考えられる。そ
こで本研究では、AlaE のオリゴマー形成能や、GxxxG モチーフの機能解析を行った。 
 
Table 3-1. Amino acid length and number of transmembrane domain of amino acids transporters 
in E. coli. 
Transporter amino acid (TMs) Transporter amino acid (TMs) 
CydC 573 (6) YdeD 299 (10) 
RhtA 295 (10) LeuE 212 (6) 
RhtB 206 (6) YfiK 195 (6) 
RhtC 206 (6) YgaZ 245 (5) 
YddG 293 (10) ArgO 211 (6) 
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第二節 AlaE の膜トポロジー解析 
 
第一項 AlaE の膜トポロジー予測 
 
(3-2-1-1) 目的 
 先述したように膜輸送体の基質輸送メカニズムを理解するためには、輸送体の構造と
機能に関する詳細な解析が必要である。本研究では、AlaE の基質排出メカニズムを明
らかにする第一歩として、AlaE の膜トポロジーの解明を試みた。膜トポロジー解析に
ついては、予測プログラムによる解析と実験的手法による解析の 2 通りの手段が存在す
る。本研究では、はじめに膜トポロジー予測プログラムを用いた予測を行い、その後、
実験的手法による解析を行った。 
 
(3-2-1-2) 材料と方法 
大腸菌野生株 MG1655 由来の AlaE アミノ酸配列  (NCBI reference sequence: 
NC_0000913.3) を用い、次の 5 つのプログラムを用いてトポロジー予測を行った。 
(1) TMHMM ver. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 
(2) TopPred 1.10 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms) 
(3) HMMtop (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) 
(4) MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) 
(5) TMpred (http://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED_form.html) 
 
(3-2-1-3) 結果 
 5 つの膜トポロジー予測プログラムを用いて AlaE の膜貫通領域を構成するアミノ酸
残基の領域および配向性を推定した結果を Talbe 3-2 にまとめた。TMHMM ver. 2.0 を用
いて AlaE のトポロジー予測を行ったところ、AlaE は 4 回の膜貫通領域をもつことが示
唆された。それらは AlaE の N 末端から 16～38 番目、42～61 番目、82～104 番目、そ
して 110～132 番目までの疎水性アミノ酸残基の多い領域であり、N 末端と C 末端とも
に細胞質内に局在することが推定された(Table 3-2)。その他の 4 つのプログラムでも同
様に AlaE は 4 つの膜貫通領域をもち、N 末端 C 末端ともに細胞質内に局在することが
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予想された(Table 3-2)。これらの結果から、AlaE が 4 回の膜貫通領域をもち、N 末端
C 末端ともに細胞内に局在する膜貫通タンパク質であることが強く示唆された。 
 
第二項 システインスキャニング法による AlaE 膜トポロジーの検証 
 
(3-2-2-1) 目的 
 前項のAlaE膜トポロジー予測結果からAlaEが 4回の膜貫通領域をもつ膜タンパク質
であることが強く示唆された。この予測された AlaE トポロジーに関する情報は基質排
出メカニズムを解明するための基盤となることは間違いない。しかし、排出メカニズム
の詳細を明らかとするためには AlaE の構造に関する実験に基づく根拠が必須である。
そこで、AlaE が 4 回の膜貫通領域をもつ膜タンパク質であるかどうかをシステイン残
基特異的な蛍光試薬oregon green mareimide (OGM) を使用したシステインスキャニング
法で検討することにした。 
 
(3-2-2-2) 材料と方法 
＜シングルシステイン alaE 組換え遺伝子の作製＞ 
 シングルシステイン alaE 組換え遺伝子の作製は、AlaE を構成する 3 つのシステイン
残基をアラニン残基に置換したシステインレス alaE遺伝子をもつ pTriA Hisを鋳型に用
いてインバース PCR を行うことで作製した。Table 3-11 に示した 6 対のシングルシステ
Prediction N-terminal TM1 TM2 TM3 TM4 C-terminal
TMHMM v.2.0 in 16-38 42-61 82-104 110-132 in
TopPred 1.10 in 14 - 34 42 - 62 85 - 105 109 - 129 in
HMMTOP in 15-36 46-62 85-103 110-132 in
MEMSAT-SVM in 14-34 44-61 84-103 109-133 in
TMpred in 10-36 40-61 85-104 109-132 in
Table 3-2. Prediction of the AlaE membrane topology by 5 prediction program. Amino acid 
sequence of AlaE was subjected to 5 prediction program (TMHMM ver. 2.0, TopPred 1.10, 
HMMTOP, MEMSAT-SVM, and TMpred) and predicted localization of the N-terminal and 
C-terminal and position of the trans-membrane segment (TMs).  
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イン AlaE 作製用プライマーセット (V12C-Fwd/Rev, Q40C-Fwd/Rev, S41C-Fwd/Rev, 
S76C-Fwd/Rev, W107C-Fwd/Rev および A149C-Fwd-Rev)を用いて Prime STAR max DNA 
polymerase (Takara) を用いて PCR を行い、シングルシステイン alaE 遺伝子をもつ DNA
を調製した。この反応は、94℃-2 min を 1 サイクル、98℃-10 sec、55 から 60℃-5sec、
72℃-26 sec の反応を 30 サイクル、72℃-2 min を 1 サイクルの条件で行った。PCR によ
って増幅した DNA 断片を DpnI で制限酵素処理を行った後、EP 法により JM109 に形質
転換して得た細胞から、Fastgene plasmid Mini kit (日本ジェネティクス社)を用いてプラ
スミドを回収した。 
 
＜pBAD シングルシステイン alaE 組換え遺伝子の作製＞  
 pBAD18 にシングルシステイン alaE 組換え遺伝子をクローニングする際には、pSTV
シングルシステイン AlaE を鋳型とし、Table 3-11 に示した EcoRI タグを付加した alaE
遺伝子の 50 bp 上流域に結合するプライマー (AlaE-BAD-fwd) と HindIII タグを付加し
た alaE 遺伝子の終止コドンまでを含むプライマー (AlaE-BAD-rev) を用いて PCR を行
った。増幅反応は Prime STAR max DNA polymerase (Takara) を用い、94℃-2 min を 1 サ
イクル、98℃-10 sec、55℃-5sec、72℃-5 sec の反応を 30 サイクル、72℃-1 min を 1 サイ
クルの条件で行った。増幅した PCR 産物を FastGene Gel/PCR Extraction kit (日本ジェネ
ティクス社)で精製した後に EcoRI と HindIII の酵素処理を行い遺伝子断片を調製した。
ベクターとして使用したプラスミド pBAD18も同様にEcoRIとHindIIIで酵素処理した。
これらのベクターと遺伝子断片を DNA Ligation Kit Mighty Mix (Takara)を用いて連結反
応を行い、これをエレクトロポレーション法で JM109 および MLA301alaE に形質転換
した。得られた形質転換体から Fastgene plasmid Mini kit (日本ジェネティクス社)を用い
てプラスミドを回収し、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystem)
を用いて DNA シーケンスを行い塩基配列の決定を行った。 
 
＜浸透圧破砕による Cys 残基の蛍光標識＞  
 100 µg/ml のアンピシリンを含む L 培地に被検菌を接種し、37℃, 120 回/分で一晩振
とう培養を行った。この前培養菌液を新しい L-培地に 2% (v/v) の割合で接種し、再び
37℃で振とう培養を行った。OD660=0.3～0.5 に達した時点でアラビノース (終濃度
0.2% (w/v)) を添加し、30℃でさらに 16 時間振とう培養して発現誘導を行った。発現誘
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導後、遠心分離によって菌体を回収し、バッファーA (100 mM K2SO4, 50 mM KH2PO4, pH 
8.0) で一回洗浄した細胞を吸光度がOD530=8.5となるようにバッファーAに再懸濁した。
この菌懸濁液 5 mlを次に記す方法で細胞質外に露出した Cys残基の修飾反応に供した。
菌懸濁液に終濃度が 40 M となるように Cys 残基修飾蛍光試薬 Oregon Green 488 
Maleimide (OGM) (2 mM ストック溶液、ジメチルフォルムアミド溶解) を添加し、25℃
で 20 分間インキュベートした。その後、-メルカプトエタノール(終濃度 6 mM)を添加
して修飾反応を停止させた。反応停止後に 15 ml のバッファーB (100 mM K2SO4, 50 mM 
MOPS, pH 7.0) を用いて 3 回洗浄を行った。洗浄後に得られたペレットを 5 ml の溶菌バ
ッファー (300 µg/ml Lysozyme, 40 µg/ml DNase I, 5 mM EDTA・2Na, 10 mM Tris, pH 7.5) 
に懸濁し 37℃で 30 分間インキュベートした。その後、5 ml の反応液に 30 ml の氷冷し
た滅菌蒸留水を加え、よく混和した後、遠心分離 (10,000×g, 4℃, 20 min) を行った。得
られたペレットを 20 ml の氷冷した滅菌蒸留水に懸濁し、再び同条件で遠心分離した。
この洗浄操作を合計 3回行って浸透圧破砕を行い、細胞残渣を遠心分離 (10,000×g, 4℃, 
20 min) により回収した。 
 一方、細胞質内に露出した Cys 残基の修飾法は次に記す方法で行った。吸光度
OD530=8.5 となるように濃縮した菌懸濁液 5 ml に終濃度が 2 mM となるように細胞膜不
透過性の Cys 特異的修飾試薬 2-[(Methylsulfonyl)thio]ethyltrimethylaminium・bromide 
(MTSET)を添加し、30℃で 15 分間インキュベートして細胞外に露出したシステイン残
基をブロッキングした。その後 15 ml のバッファーB で 3 回洗浄を行い、5 ml の溶菌バ
ッファーに懸濁し 37℃で 30 分間インキュベートした。反応後、5 ml の溶液に 30 ml の
氷冷した滅菌蒸留水を加え、よく混和した後、遠心分離 (10,000×g, 4℃, 20 min)を行い
MTSET 処理菌体を回収した。得られたペレットを 20 ml の氷冷した滅菌蒸留水に懸濁
し、再び同条件で遠心洗浄する操作を合計 3 回行って浸透圧破砕を行い、上記の方法で
膜画分を調製した。得られた膜画分を 5 ml のバッファーC (20 mM KH2PO4, pH 8.0) に懸
濁した後、終濃度が 40 M になるように OGM を添加し、25℃で 20 分間インキュベー
トした。その後、 -メルカプトエタノール(終濃度 6 mM)を添加して修飾反応を停止さ
せ、遠心分離 (10,000×g, 4℃, 20 min) を行い細胞残渣を回収した。 
 調製した細胞残渣を 1 mlの可溶化バッファー (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 
2% SDS, 1 mM PMSF) に懸濁し、室温にてローテーターで 2 時間混和して可溶化した後、
遠心分離 (15,000×g, 30 min, 25℃) を行い上清を回収した。その後、回収した上清から
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His-tag 誘導体を後に記す方法で精製した。 
 
＜超音波破砕による Cys 残基の蛍光標識＞ 
 菌の培養法および発現誘導条件は、浸透圧破砕を用いた Cys 残基のラベリング法と同
じ条件で行った。培養後の菌液を遠心分離 (6,800×g, 10 min, 4℃) して回収し、100 mM 
sodium phosphate (Na-Pi) (pH 7.2) で一回洗浄を行い、菌懸濁液の吸光度が OD530=19 にな
るように 100 mM Na-Pi (pH 7.2) に懸濁した。菌懸濁液 5 ml をとり、次に記す方法で細
胞外に露出した Cys 残基を修飾した。菌懸濁液に終濃度が 40 M になるように OGM を
添加し、25℃で 20 分間反応を行った後、-メルカプトエタノール (終濃度 6 mM) を添
加して修飾反応を停止させた。反応停止後、遠心分離 (10,000×g, 10 min, 4℃) にて集菌
し、20 ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2)で修飾反応後の細胞を 2 回洗浄した。その後ペレッ
トを 2 ml の 1 mM PMSF を含む 100 mM Na-Pi (pH 7.2) に懸濁し、Bioruptor (コスモ・バ
イオ) を用いて出力 200 W, 15 sec-ON/ 45 sec-OFF のインターバルで 25 回の超音波処理
を行った。超音波処理後、遠心分離 (15,000×g, 20 min, 4℃) を行って上清を回収し、
未破砕残渣を取り除いた。その後、超遠心 (280,000×g, 30 min, 4℃) を行い回収した膜
画分を 100 mM Na-Pi (pH 7.2) に再懸濁し同条件で洗浄を行い、膜画分を調製した。 
 一方、細胞質内に露出した Cys 残基の修飾法は次に記す方法で行った。吸光度が
OD530=19 となるように濃縮した菌懸濁液 5 ml に終濃度が 2 mM となるように細胞膜不
透過性の Cys 特異的修飾試薬 MTSET を添加し、30℃で 15 分間インキュベートして細
胞外に露出したCys残基をブロッキングした。その後、20 mlの 100 mM Na-Pi (pH 7.2) で
2 回洗浄を行った後、1 mM PMSF を含む 100 mM Na-Pi (pH 7.2) 2 ml にペレットを懸濁
し、超音波出力 200 W, 15 sec-ON/ 45 sec-OFF のインターバルで 25 回の超音波処理を行
った。破砕後、3 ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) を加え、さらに終濃度が 40 M になるよ
うに OGM を添加して 25℃で 20 分間インキュベートした。その後、-メルカプトエタ
ノール (終濃度 6 mM) を添加して修飾反応を停止させ、遠心分離  (15,000×g, 20 min, 
4℃) を行って上清を回収し、未破砕残渣を取り除いた。その後、超遠心 (280,000×g, 30 
min, 4℃) を行い回収した膜画分を100 mM Na-Pi (pH 7.2) に再懸濁し同条件で洗浄を行
い、膜画分を調製した。 
 上記の方法で調製した膜画分を 400 µlの可溶化バッファー (50 mM Tris- HCl (pH 8.0), 
300 mM NaCl, 2% SDS, 1 mM PMSF)に懸濁し、室温にてローテーターで 2 時間混和して
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可溶化させた。可溶化後のサンプルから His-tag 誘導体を後に記す方法で精製した。 
 
＜シングル Cys-AlaE の精製と蛍光検出＞ 
可溶化した膜画分溶液に 100 µlのNi-NTA アガロース (50%スラリー) (Qiagene) を加
え、ローテーターを用いて 25℃にて一晩混和した後、遠心分離 (1,000×g, 1 min, 25℃) を
して樹脂を回収した。樹脂に 1 ml の洗浄用バッファー (50 mM Na-Pi (pH 8.0), 300 mM 
NaCl, 20 mM Imidazol, 1% SDS) を加え、室温にてローテーターで 20 分程度混和した後、
同条件で遠心分離して樹脂を回収した。この遠心洗浄の操作を 4 回繰り返して行った。
洗浄後、樹脂に 30 µl の溶出バッファー (50 mM Na-Pi (pH 8.0), 300 mM NaCl, 250 mM 
imidazol, 1% SDS) を加えて混和した後遠心分離 (1,000×g, 1 min, 25℃) し、上清を His-
タグ精製サンプルとして回収した。 
 回収したサンプルを SDS-ポリアクリルアミドゲル SuperSep™ Ace 10-20% (Wako)もし
くは SDS ポリアクリルアミドゲル (15%) にアプライし、20 mA の定電流で約 90 分間
泳動した。泳動後、ゲルを固定液 (15%メタノール, 10%酢酸) に 30 分浸し、蒸留水で
洗浄した後 BIO RAD Molecular Imager FX (BIO RAD) を用い、FITC フィルターを使用
して蛍光検出を行った。 
 
Table 3-3. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17(rK
-
 mK
+
), Laboratory 
 
e14-(mcrA-), supE44, relA1,(lac-proAB)/ strain 
 
 F'[traD36, proAB
+
, laqIq, lacZM15] 
 
MLA301 MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, (40) 
 
avtA::GM, yfbQ::KM 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pSTV29 CP
r
, lacZ, p15A ori Takara 
pBAD18 AP
r
, PBAD promorter, pBR322 ori (89) 
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Table 3-3 continued  
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
plasmid 
  
pAlaE pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  (40) 
 
of alaE gene 
 
pAlaE His pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  This work 
 
of His-tagged alaE gene 
 
pTriA  pAlaE derivative with Cysteine-less alaE gene This work 
pTriA-His pAlaE derivative with hexahistidine tag at the  (42) 
 
C-erminal end of alaE gene 
 
pTriA-V12C 
pBAD18 harboring hexahistidinne tagged Cystein-less 
alaE gene with replacement of V12C 
This work 
pTriA-Q40C 
pBAD18 harboring hexahistidinne tagged Cystein-less 
alaE gene with replacement of Q40C 
This work 
pTriA-S41C 
pBAD18 harboring hexahistidinne tagged Cystein-less 
alaE gene with replacement of S41C 
This work 
pTriA-S76C 
pBAD18 harboring hexahistidinne tagged Cystein-less 
alaE gene with replacement of S76C 
This work 
pTriA-W107C 
pBAD18 harboring hexahistidinne tagged Cystein-less 
alaE gene with replacement of W107C 
This work 
pTriA-A149C 
pBAD18 harboring hexahistidinne tagged Cystein-less 
alaE gene with replacement of A149C 
This work 
pBAD-AlaE-His pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of alaE gene This work 
 
(3-2-2-3) 結果 
 本研究では、AlaE の膜トポロジーを明らかにするため、システインスキャニング法
による膜トポロジーの同定を試みた。6 種類のシングルシステイン AlaE(V12C, Q40C, 
S41C, S76C W107C および A149C)を作製し、システイン特異的蛍光試薬による修飾およ
び精製を行ったところ、精製産物が確認できたものは、S41C および W107C の 2 種類の
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みであった。精製ができなかったものは、発現量の低下が影響した可能性が考えられる。 
一方で、精製ができたこれら二つのアミノ酸残基は、細胞質外特異的な修飾を行った
とき蛍光が認められ、細胞質内特異的な修飾を行った場合、蛍光強度の低下が観察され
た(Fig. 3-1)。この結果から、AlaE の 41 番目の Ser 残基および 107 番目の Trp 残基は、
細胞質外に局在することが示唆された。 
 
第三項 Green Fluorescent Protein (GFP)をレポーターとした遺伝子融合法によるAlaE膜
トポロジーの検証 
 
 (3-2-3-1) 目的 
 本研究では、膜トポロジーを決定するもう一つの実験手法として、GFP をレポーター
タンパク質とした遺伝子融合法による膜トポロジーの決定を試みた。GFP はタンパク質
分泌系である Sec 系を介して細胞膜外へ輸送されペリプラズムに局在すると正常な立
体構造を維持できないために蛍光を発することができず、細胞質内で発現するとネイテ
ィブな構造を形成し蛍光を発することが知られており、膜トポロジーの解析にレポータ
ーとして利用されている(80, 81)。本研究ではこの GFP の性質を利用し、AlaE の C 末端
OGM
CBB
+ －MTSET
S41C
OGM
CBB
+ －MTSET
W107C
A B
Fig. 3-1. Determination of localization of the Ser41 and Trp107 by labeling of 
single-cysteine variants of AlaE with oregon green maleimide (OGM) and MTSET. 
Intact-cells were incubated with (+) or without (-) MTSET to protect to access of the 
OGM. After lysis of the intact cells, incubated with cysteine labeling fluorescent dye, 
OGM, and purified single-cysteine AlaE. Purified proteins were resolved 15% SDS-PAGE 
and detected fluorescece (top panel) followed by CBB stain (bottom panel).  
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部に融合した GFP の活性を評価することで、GFP を融合した部位の局在を検討した。 
 
(3-2-3-2) 材料と方法 
＜alaE-eGFP 融合遺伝子の作製＞ 
 本研究では、In-Fusion HD (Takara) を用いて alaE と eGFP の融合遺伝子を作製した。
alaE 遺伝子をもつプラスミド pAlaE を鋳型とし、表 2-2 に示した 5'末端に eGFP 遺伝子
と相補的な配列をもった 15 bpのタグを付加したEGFP fugionプライマーセットを用い、
Prime STAR max DNA polymerase (Takara) を使ってインバース PCR を行った。この反応
は、94℃-2 min を 1 サイクル、98℃-10 sec、55℃-5sec、72℃-21 sec の反応を 30 サイク
ル、72℃-1 min を 1 サイクルの条件で行った。この PCR で EGFP を融合させる AlaE ア
ミノ酸残基のコドンを末端にもつ DNA 断片を調製した。この PCR 産物は FastGene 
Gel/PCR Extraction kit (日本ジェネティクス社)で精製した。続いて eGFP 遺伝子をコード
するプラスミド pEGFP を鋳型にし、eGFP 遺伝子増幅用プライマーを用いて PCR を行
った。この反応は、94℃-2 min を 1 サイクル、98℃-10 sec、55℃-5sec、72℃-6 sec の反
応を 30 サイクル、72℃-1 min を 1 サイクルの条件で行った。この PCR で eGFP 遺伝子
の開始コドンから終止コドンまでの遺伝子断片を得た。次いで、この PCR 産物を
FastGene Gel/PCR Extraction kit (日本ジェネティクス社)で精製した。 
 調製したベクター断片とインサートを 1：1 の容量比で混ぜ、In-Fusion HD mixture を
全量の 1/5 量加えた後、50℃のウォーターバスで 15 分間インキュベートし、氷上に 30
分以上静置して、EP 法により E. coli JM109 株に形質転換した。その後、得られた形質
転換体を Emerald Amp (Takara) と Table 3-11 に記載した M 13 プライマーセット 
(M13-Fwd/Rev) を用いたコロニーダイレクト PCR に供し、増幅した断片をアガロース
ゲル電気泳動にてインサートの有無を確認した。 
 
＜GFP の活性測定法＞ 
 alaE 遺伝子独自のプロモーターによって発現が制御される alaE-eGFP 遺伝子を形質
転換した JM109 を用いた場合は次に記す方法で蛍光測定に供した。25 µg/ml のクロラ
ムフェニコールを含む L 培地にて 37℃で一晩振とう培養した菌液を新しい L 培地に植
菌し (接種菌量 2% (v/v))、37℃で 5 時間振とう培養を行った。その後、菌液の吸光度
OD660を測定し、L 培地を用いて菌液の吸光度 OD660が 0.5 になるように希釈した 15 ml
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の菌液を遠心分離して菌体を回収した。回収した菌体を、GFP 活性測定用バッファー 
(50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 15 mM EDTA, pH8.0) で 1 回洗浄した後、1.2 ml の GFP
活性測定用バッファーに再懸濁した。この菌液の蛍光強度を分光蛍光光度計 F-2500 (日
立) を用い、励起波長 485 nm、蛍光波長 508 nm で測定した。 
 
Table 3-4. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17(rK
-
 mK
+
), Laboratory strain 
 
e14-(mcrA-), supE44, relA1,(lac-proAB)/ 
 
 
 F'[traD36, proAB
+
, laqIq, lacZM15] 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pSTV29 CP
r
, lacZ, p15A ori Takara 
pEGFP AP
r
, eGFP gene, pUC ori Clontech 
pAlaE pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  (40) 
 
of alaE gene 
 
pAlaE-EGFP pSTV29 haboring alaE  and gfp fused gene This work 
 
(3-2-3-3) 結果 
 
 本研究では、AlaE の膜トポロジーを明らかにするため、システインスキャニング法
に続き GFP をレポーターとして使用した遺伝子融合法を用いて解析を行った。。GFP は
タンパク質分泌系である Sec 系を介して細胞膜外へ輸送されペリプラズムに局在する
と正常な立体構造を維持できないために蛍光を発することができず、細胞質内で発現す
るとネイティブな構造を形成し蛍光を発することが知られており、膜トポロジーの解析
に利用されている(80, 81)。AlaE の C 末端に GFP を融合したプラスミドを、大腸菌に形
質転換し、発現させた細胞の蛍光を測定したところ、蛍光の上昇が確認された(Fig. 3-2)。
これは、大腸菌の膜タンパク質の C 末端に GFP を融合し、網羅的にその局在を解析し
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た Dalay らの過去の報告と一致しており(90)、AlaE の C 末端がトポロジーの予測通り細
胞内に局在することが示唆された。 
 
第四項 まとめ 
 
AlaE は新規の輸送体ファミリーを構成する膜タンパク質であり、その機能が明らか
となった最初の例である。そのため、その構造や機能の詳細に関する情報はこれまでま
ったくない。トランスポーターの機能の詳細を明らかにするためにはその膜トポロジー
に関する情報が必須である。そこで、まず AlaE の膜トポロジーの決定を試みた。5 種
類の膜トポロジー予測プログラムを使用して解析を行った結果、すべての予測プログラ
ムで AlaE が 4 回の膜貫通領域をもつ膜タンパク質であることが示され、さらに N 末端
と C 末端のどちらも細胞質内にその局在が予測された (Table 3-2)。 
この予測結果を基に、細胞質外に局在が予測される 2 つのアミノ酸残基 Ser42 と
Trp107 をそれぞれ Cys 残基に置換したシングルシステイン AlaE を作製し(S41C および
W107C)、SH-基特異的蛍光修飾試薬 (oregon green maleimide, OGM) を用いてこれらの
アミノ酸残基の局在を解析した(Fig. 3-1)。細胞質外に露出したアミノ酸は修飾するが細
胞内に局在するアミノ酸は修飾できない条件でこれらの変異体を処理した結果、S41C
変異体と W107C 変異体はいずれも修飾されたことを示す蛍光が検出された(Fig. 3-1 A, 
B)。この結果から、これら 2 つのアミノ酸残基は細胞質外に局在することが示された。
また、ジェネラルなタンパク質分泌系である Sec 系を介して細胞膜外へ輸送されペリプ
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Fig. 3-2. Determination of the localization of AlaE 
C-terminus. Cells expressing wild-type AlaE or 
AlaE-EGFP, which fused EGFP at the C-terminus of AlaE, 
was suspended in buffer containing 50 mM Tris-HCl, 200 
mM NaCl, and 15 mM EDTA (pH8.0), and measured 
fluorescence of GFP.  
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ラズムに局在すると正常な立体構造を維持できないために蛍光を発することができず、
細胞質内で発現するとネイティブな構造を形成し蛍光を発する GFP を、AlaE の C 末端
に融合させた組換え遺伝子を構築して大腸菌で発現させると、蛍光の上昇が確認できた。
このことから、AlaEのC末端領域が細胞質内に局在することが明らかとなった(Fig. 3-2)。
本実験で得られた結果は、細胞質内に局在が予測されているループを構成する領域のシ
ングルシステイン変異誘導体の発現量が非常に低いことから、それらの結果が未だ得ら
れていないことなど、AlaE の膜トポロジーの生化学的実験による確定は課題がまだ残
っている。しかし、GFP をレポーターとして得られた今回の結果は Daley らにより大腸
菌の内膜タンパク質の局在を遺伝子融合法で網羅的に調べた結果と一致していた(90)
ことから、膜トポロジー予測結果の通り、AlaE は 4 回の膜貫通領域をもつ膜タンパク
質である可能性が非常に高いと考えられる。  
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第三節 AlaE のオリゴマー構造解析 
 
第一項 クロスリンク試験による AlaE のオリゴマー解析 
 
(3-3-1-1) 目的 
AlaE は 149 個のアミノ酸残基からなり、4 回の膜貫通領域をもつ小さな輸送体タンパ
ク質であり、細菌におけるアミノ酸排出輸送体のなかで最も小さい分子量と少ない膜貫
通領域をもつ (Table 3-1)。AlaE と同程度の分子量と膜貫通領域をもつ膜タンパク質と
して、5 つある薬剤排出ポンプファミリーの中の SMR (Small Multidrug Resistance)ファ
ミリーに属するEmrEはホモオリゴマーを機能ユニットとすることが明らかとなってい
る(86)。このような事実から、AlaE がオリゴマーを機能ユニットとしている可能性が考
えられる。本研究では、AlaE がオリゴマーを形成するかどうかを明らかにするため、
タンパク質架橋試薬を使用したクロスリンク試験を行って AlaE がオリゴマーを形成す
るかどうかを検証した。 
 
(3-3-1-2) 材料と方法 
＜disuccinimidyl suberate (DSS) を使用したクロスリンク実験＞ 
被験菌を 12.5g/ml のカナマイシンおよびゲンタマイシン、100g/ml のアンピシリ
ン、50 g/ml の D-Ala を含む LB-broth に植菌し、37℃で一晩振とう培養した前培養菌体
を、同組成の新しい LB-broth に 10% (v/v) 植菌し 37℃で OD660が 0.6 程度になるまで振
とう培養を行った。細胞が対数中期に達したところで 20%アラビノース溶液を終濃度が
0.2%になるように培地に添加し、2 時間 37℃で振とう培養して発現誘導を行った。培養
終了後、菌液 40 ml を遠心分離 (6,800×g, 10 min, 4℃) して集菌し、回収した菌体を 20 
ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) で 1 回遠心洗浄(6,800×g, 10 min, 4℃)を行った。洗浄終了
後、1 ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) に菌体を懸濁し、終濃度が 1 mM になるように PMSF
を添加して超音波破砕を行った (15 sec-ON/45 sec-OFF, 10 min)。超音波破砕後、遠心分
離 (15,000×g, 20 min, 4℃) を行って未破砕画分を分離し、上清を超遠心した (280,000
×g, 30 min, 4℃, TLA110 ローター)。回収した膜画分ペレットの表面を 1 ml の 100 mM 
Na-Pi (pH7.2) で軽く洗浄した後、ペレットを 300 l の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) に懸濁し
た。その後、懸濁した膜画分サンプルのタンパク質量を Lowry 法によって定量し、100 
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mM Na-Pi (pH 7.2) を使用してタンパク濃度が 2.5 mg/ml になるように希釈した。希釈後
の膜画分溶液 100 l に、DMSO に溶解した 100 mM DSS を終濃度が 5 mM になるよう
に 5 l 添加し、30 分間室温でインキュベートした。その後、1 M Tris-HCl (pH8.0) を終
濃度が 20 mM になるように 2 l 添加し、室温で 15 分間インキュベートし反応を停止さ
せた。反応終了後、5×SDS-PAGE buffer を加えてサンプルを 50℃で 10 分間インキュベ
ート処理した。調製したサンプルは 15% 濃度の SDS ポリアクリルアミドゲルを使用し
て電気泳動を行い、ウェスタンブロットと CBB 染色に供した。 
  
＜ホルムアルデヒドを使用したクロスリンク試験＞ 
 ホルムアルデヒドを使用したクロスリンク試験は、発現誘導から菌体の回収、破砕方
法およびタンパク質の定量まで、上記の DSS クロスリンク実験と同じ方法で行った。
タンパク質量が 2.5 mg/ml になるように調整したサンプル 100 l に、終濃度が 1% (w/v)
になるようにホルムアルデヒドを加えて室温で 30 分間インキュベートした後、5×
SDS-PAGE buffer を加えて 100℃で 5 分間または、50℃で 10 分間インキュベートした。
反応後のサンプルを 15% 濃度のSDSポリアクリルアミドゲルを使用して電気泳動によ
る分画を行い、ウェスタンブロットと CBB 染色に供した。 
 
Table 3-5. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
MLA301 MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, (40) 
 
avtA::GM, yfbQ::KM 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pBAD18 AP
r
, PBAD promorter, pBR322 ori (89) 
pBAD-AlaE-His pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of alaE gene This work 
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 (3-3-1-3) 結果 
 本研究では、AlaE がオリゴマーを形成して機能するかどうかを明らかにするため、
タンパク質架橋試薬を用いたクロスリンク試験を行った。タンパク質架橋試薬である
DSS を用いて AlaE 高発現膜画分のクロスリンク試験を行った結果、質量 17.8 kDa の位
置よりよりわずかに大きい 21 kDa位置と 33 kDa付近の位置にクロスリンクによる産物
が確認された (Fig. 3-3 A)。一方、ホルムアルデヒドを用いて AlaE 高発現膜画分のクロ
スリンク試験を行ったところ、約 30 kDa の位置にクロスリンク産物のバンドが確認さ
れた。これら二つの結果をまとめると、異なるタンパク質架橋試薬を用いて共通に確認
された約 30 kDa のクロスリンク産物が、AlaE のオリゴマーのバンドであると考えられ
る。 
 また、AlaE をヒスチジンタグによって精製し、ホルムアルデヒドによるクロスリン
ク試験に供した結果、30 kDa の付近にクロスリンク産物のバンドが確認された(Fig. 3-3 
C)。以上の結果から、AlaE はオリゴマーを形成して機能することが示唆された。さら
に、精製した AlaE でもクロスリンク産物が確認されたこと、および、クロスリンク産
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Fig. 3-3. Cross-link experiment of the AlaE. Membranes expressing histidine-tagged AlaE were 
collected by ultracentrifuge and cross-linking was performed by addition of DSS (A) or 
formaldehyde (B). Purified AlaE was cross-linked by addition of  formaldehyde (C). After 
cross-linking, protein were resolved by 15% SDS-PAGE and detected by western blotting using 
anti-His antibody. 
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物の分子量が AlaE のほぼ 2 倍の分子量に相当することから、AlaE がホモオリゴマーを
形成して機能することが示唆された。 
 
第二項 プルダウンアッセイ法による AlaE 分子間の相互作用解析 
 
(3-3-2-1) 目的 
前項の結果から、AlaE がオリゴマーを形成することが示唆された。また、クロスリ
ンク試験によって得られたクロスリンク産物の質量は 30 kDa程度とAlaEの質量のほぼ
2 倍にあたることから、AlaE がホモオリゴマーを形成する可能性が示唆された。本研究
では、AlaE がホモオリゴマーを形成して機能するかどうかを明らかとするため、ヒス
チジンタグ付き AlaE (AlaE-His)とストレプタグ付き AlaE (AlaE-Strep) を用いたプルダ
ウンアッセイを行い、AlaE 分子間の相互作用を調べた。 
 
 (3-3-2-2) 材料と方法 
＜AlaE-His と AlaE-Strep 分子間のプルダウンアッセイ＞ 
AlaE-His 高 発 現 株 MLA301alaE/pBADAlaE-His お よ び AlaE-Strep 高 発 現 株
MLA301alaE/pBADAlaE-Strep を 12.5g/ml のカナマイシンおよびゲンタマイシン、
100g/ml のアンピシリン、50 g/ml の D-Ala を含む LB-broth に植菌し、37℃で一晩振
とう培養した。この前培養後の菌体を同組成の新しいLB-brothに植菌 (10% v/v) し37℃
で OD660が 0.6 程度になるまで振とう培養を行った。対数中期に達したところで 20%ア
ラビノース溶液を終濃度が 0.2%になるように培地に添加し、2 時間 37℃で振とう培養
をして発現誘導を行った。培養終了後、菌液 40 ml を遠心分離 (6,800×g, 10 min, 4℃) し
て集菌し、回収した菌体を 20 ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) で 1 回遠心洗浄(6,800×g, 10 
min, 4℃)を行った。洗浄終了後、2 ml の 50 mM Na-Pi (pH 7.5)に菌体を懸濁し、終濃度
が 1 mM になるように PMSF を添加して超音波破砕を行った (15 sec-ON/45 sec-OFF, 20 
min; Biorupter UCD-250、コスモ・バイオ社)。超音波破砕後、遠心分離 (15,000×g, 20 min, 
4℃) を行って未破砕画分を分離し、上清を超遠心した (280,000×g, 30 min, 4℃, TLA110
ローター)。膜画分ペレットの表面を界面活性剤を含まない 400 l の Lysis buffer (50 mM 
Na-Pi (pH7.5), 300 mM NaCl, 20 mM imidazol) で軽くリンスし、1,360 l の同バッファー
に懸濁した。その後、全量を 15 mL チューブに移し、終濃度が 1.5% になるように 10% 
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n-Dodecylmaltoside (DDM) を 240 l 添加してローテーターを用いて 4℃で 1 時間転倒混
和して膜画分の可溶化操作を行い、全量を再び超遠心(280,000×g, 30 min, 4℃, TLA110
ローター)し、可溶性画分を回収した。可溶化画分のタンパク量を Lowry 法で測定し、
サンプルのタンパク質量が 4 mg/ml になるように Lysis buffer (50 mM Na-Pi (pH7.5), 300 
mM NaCl, 20 mM imidazol、1.5% DDM) で希釈した。続いてタンパク質濃度を調節した
His-tag 膜画分 400 l と Strep-tag 膜画分 400 l を混合し、40℃で 1 時間インキュベート
して、オリゴマーの置換反応を行った。コントロールとして His-tag のみ、または、
Strep-tag のみの膜画分サンプル 800 l をチューブに分注し、同条件でインキュベートし
た。その後 200 l の Ni-NTA アガロース(Qiagen) を加え、ローテーターを用いて 4℃で
一晩転倒混和した。翌日、遠心分離（1,000×g, 1 min, 4℃）して上清を捨て、Wash buffer 
(50 mM Na-Pi (pH7.5), 300 mM NaCl, 50 ro 100 mM imidazol, 0.1% DDM) を樹脂の 10 倍
量加え、ローテーターで撹拌（4℃, 15 min）して洗浄操作を行った。この洗浄操作は合
計 4 回行った。洗浄後の、Ni-NTA アガロースに 60 l の Elution buffer (50 mM Na-Pi 
(pH7.5), 300 mM NaCl, 400 mM imidazol, 0.1% DDM)を添加し、ピペッティング操作で混
和しながら氷上で 30 分間インキュベートした後、遠心分離（1,000×g, 1 min, 4℃）して
50 l上清のタンパク質サンプルを回収した。回収した精製タンパク質画分は SDS-PAGE
に供して、ウェスタンブロットによる検出を行った。 
 
Table 3-6. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
MLA301 MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, (40) 
 
avtA::GM, yfbQ::KM 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pBAD18 AP
r
, PBAD promorter, pBR322 ori (89) 
pAlaE pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment of alaE gene (40) 
pBAD-AlaE His pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
 with 6×Histidine tag at C terminus 
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Table 3-3 continued  
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
plasmid 
  
pBAD-AlaE Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
 with strep tag at C terminus 
 
 
(3-3-2-3) 結果 
 本研究では、AlaE がホモオリゴマーを形成するかどうかを明らかにするため、プル
ダウンアッセイによる AlaE 分子間同士の相互作用を検討した。ヒスチジンタグ付き
AlaE (AlaE-His)とストレプタグ付き AlaE (AlaE-Strep)を高発現させた大腸菌膜画分を混
ぜ、Ni-NTA を用いて His-tag 結合タンパク質を精製後、ウェスタンブロットによって
AlaE-Strep を抗ストレプタグ抗体で検出した結果、AlaE-Strep が回収されることが明ら
かとなった(Fig. 3-4)。したがって、本実験で AlaE-Strep は AlaE-His との相互作用によっ
82ｋ
68ｋ
55ｋ
42ｋ
28ｋ
15ｋ
AlaE-His
AlaE-His
+
AlaE-Strep AlaE-Strep
loading (l) 4 0.4 0.044 0.4 0.04 4 0.4
Fig. 3-4. Pull-down assay between the histidine-tagged AlaE and strep-tagged AlaE. Total 
membranes expressing His-tagged AlaE or Strep-tagged AlaE were mixed and incubated at 40ºC 
for 1 hour. After incubation His-tagged AlaE were purified by Ni-NTA agarose and resolved by 
15% SDS-PAGE (center lanes). Strep-tagged AlaE was detected by western blotting using 
anti-strep-tag antibody. Total membranes expressing AlaE-His (left lanes) or AlaE-strep (right 
lanes) were also purified with Ni-NTA agarose, resolved by SDS-PAGE, and probed with using 
anti-strep-tag antibody. 
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て、共沈されることが明らかとなった。以上の結果から、AlaE には分子間同士の相互
作用が存在し、ホモオリゴマーを形成して機能する膜タンパク質であることが強く示唆
された。 
 
第三項 まとめ 
AlaE は 149 アミノ酸残基からなる比較的小さな膜タンパク質であり、前述のように 4
回の膜貫通領域をもつことが示唆された。トランスポーターとして最も小さなタンパク
質の一つである多剤排出ポンプが属する SMR ファミリーの一員である EmrE は、110
アミノ酸残基からなり、4 回の膜貫通領域をもち、ホモオリゴマーを形成して機能する
ことが知られている(86)。したがって、分子量の小さい AlaE もオリゴマーを機能ユニ
ットとしている可能性が考えられる。 
 そこで本研究では、タンパク質架橋試薬を用いたクロスリンクアッセイで、AlaE が
オリゴマーを形成するかどうかを調べた(Fig. 3-3)。AlaE-His を高発現させた大腸菌の細
胞膜画分を disuccinimidyl suberate (DSS) によってクロスリンクしたところ質量約 33 
kDa の位置にクロスリンク産物が認められた(Fig. 3-3 A)。同様にホルムアルデヒドを用
いてクロスリンクした場合にも、ほぼ同じ位置にクロスリンク産物が認められた (Fig. 
3-3 B)。このシグナルはホルムアルデヒド架橋後に加熱処理をすると消失したことから、
この複合体は AlaE-His を少なくも一分子含むと考えられる。次に、ヒスチジンタグに
よって精製した AlaE-His をホルムアルデヒドによってクロスリンクした場合でも約 30 
kDa の位置に AlaE のクロスリンク産物が観察できた (Fig. 3-3 C)。検出されたオリゴマ
ーは、AlaE の質量(約 17 kDa) のほぼ 2 倍量にあたる点と、精製産物でもクロスリンク
産物が確認された点から、AlaE がホモオリゴマーを形成して機能する可能性が示唆さ
れた。そこで、AlaE がホモオリゴマーを形成するかどうか検証するために、プルダウ
ンアッセイを用いて AlaE 分子間同士の相互作用の有無を評価した。具体的には、
AlaE-His を高発現させた細胞膜画分とストレプタグ付き AlaE (AlaE-Strep) を個別に高
発現させた細胞膜画分を混ぜ、Ni-NTA を用いて His-tag 結合タンパク質を精製後、ウェ
スタンブロットによって AlaE-Strep を抗ストレプタグ抗体で検出した (Fig. 3-4)。その
結果、AlaE-His との相互作用によって AlaE-Strep が回収されたことから、AlaE はホモ
オリゴマーを形成して機能する膜タンパク質であることが明らかとなった。  
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第四節 AlaE の第 4 膜貫通領域(TM4)に存在する GxxxG モチーフの機能解析 
 
第一項 TM4 構成アミノ酸残基のアラニンスキャニング変異体の構築と各 Ala 変異誘
導体の機能評価 
 
(3-4-1-1) 目的 
 前節までの研究で、AlaE はホモオリゴマーを形成して機能することが示唆されたが、
オリゴマー形成に重要な機能を担う領域さらにはアミノ酸残基は明らかになっていな
い。 
 大腸菌において初めて L-アラニン特異的な排出輸送体を同定した堀は、第 1 章で述
べたように L-アラニン/D-アラニン要求性変異株MLA301 をニトロソグアニジン処理し、
ペプチドフィーディング法を行うことで L-Ala を含むジペプチドである Ala-Ala に対し
て高感受性となる変異株を分離し、alaE 遺伝子を同定することに成功した(40) 。この
Ala-Ala 高感受性は、L-Ala の細胞内過剰蓄積すなわち L-Ala 排出能の欠損に起因するこ
とが想定されたことから、その後、金は分離された Ala-Ala 高感受性変異株 22 株すべ
ての alaE 遺伝子をシーケンスし、5 つのクローンが alaE 遺伝子内に点変異をもつこと
を明らかとした。興味あることに、この 5 つの変異株のうち 3 株の変異が AlaE の第 4
膜貫通領域と推測される-へリックス内のアミノ酸残基の置換であった。これらの変異
は、116 番目のセリン、125 番目のグリシン、129 番目のグリシンがそれぞれロイシン
(S116L)、グルタミン酸(G125E)、アスパラギン酸(G129D)に置換した変異体であった(40, 
42)。このなかで、G125E 変異体と G129D 変異体は、膜貫通領域間の相互作用に関与す
ることが報告されている GxxxG モチーフを形成していることが考えられた。この
GxxxG モチーフは、膜貫通タンパク質において、膜貫通へリックス間の相互作用に重
要であることが明らかとなっており、オリゴマー形成に関与する事例が知られている
(87, 88)。そこで本研究では、AlaE のオリゴマー形成に GxxxG モチーフを含む第 4 膜貫
通領域が重要な役割を果たす可能性を考え、第 4 膜貫通領域、およびその周辺域に存在
するアミノ酸残基をアラニン残基に置換したアラニンスキャニング変異体を作製して、
AlaE の機能にどのような影響を及ぼすかを検討した。 
 
(3-4-1-2) 材料と方法 
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＜インバース PCR によるアラニンスキャニング変異体 YgaW の作製＞ 
アラニンスキャニング変異体の作製は alaE遺伝子をもつ pAlaEを鋳型に用いてインバ
ース PCR を行うことで作製した。Table 3-11 に示したアラニンスキャニング AlaE 作製
用プライマーセットと Prime STAR max DNA polymerase (Takara) を用いて PCR を行い、
シングルシステイン alaE 遺伝子をもつ DNA を調製した。この反応は、94℃-2 min を 1
サイクル、98℃-10 sec、55～60℃-5sec、72℃-26 sec の反応を 30 サイクル、72℃-2 min
を 1 サイクルの条件で行った。PCR によって増幅した DNA 断片を DpnI で制限酵素処
理を行った後、エレクトロポレーション法により JM109に形質転換して得た細胞から、
Fastgene plasmid Mini kit (日本ジェネティクス社)を用いてプラスミドを回収した。 
 
＜MIC 試験＞ 
被験菌を 12.5g/ml のカナマイシンおよびゲンタマイシン、100g/ml のアンピシリ
ン、50 g/ml の D-Ala を含む LB-broth に植菌し、37℃で一晩振とう培養後に、1.5 ml
の培養液を遠心分離 (13,700×g, 5 min, RT)して集菌し、1 ml の 0.85% NaCl で 2 回遠心
洗浄(13,700×g, 5 min, RT) を行った。洗浄終了後の菌体を 0.5 ml の 0.85％ NaCl に懸濁
し、この菌懸濁液を 0.85％ NaCl を用いて 1000 倍希釈した。希釈後の菌懸濁液 5 l を
ミクロプランター(MIT-P、サクマ製作所)を使用して、2 倍希釈系列の Ala-Ala と 50 g/ml
の D-Ala を含む最少培地にスポットし 37℃で培養を行った。生育の判定は培養開始後
44 時間に行った。 
 
Table 3-7. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
MLA301 MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, (40) 
 
avtA::GM, yfbQ::KM 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pAlaE pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  (40) 
 
of alaE gene 
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Table 3-7 continued  
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
plasmid 
  
pAlaE His pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  This work 
 
of His-tagged alaE gene 
 
pH108A pAlaE with substitution of His for Ala in posision 108 This work 
pH110A pAlaE with substitution of His for Ala in posision 110 This work 
pM111A pAlaE with substitution of Met for Ala in posision 111 This work 
pS115A pAlaE with substitution of Ser for Ala in posision 115 This work 
pS116A pAlaE with substitution of Ser for Ala in posision 116 This work 
pN117A pAlaE with substitution of Asn for Ala in posision 117 This work 
pI118A pAlaE with substitution of Ile for Ala in posision 118 This work 
pV119A pAlaE with substitution of Val for Ala in posision 119 This work 
pV120A pAlaE with substitution of Val for Ala in posision 120 This work 
pS121A pAlaE with substitution of Ser for Ala in posision 121 This work 
pM122A pAlaE with substitution of Met for Ala in posision 122 This work 
pL123A pAlaE with substitution of Leu for Ala in posision 123 This work 
pM124A pAlaE with substitution of Met for Ala in posision 124 This work 
pG125A pAlaE with substitution of Gly for Ala in posision 125 This work 
pV127A pAlaE with substitution of Val for Ala in posision 127 This work 
pY128A pAlaE with substitution of Tyr for Ala in posision 128 This work 
pG129A pAlaE with substitution of Gly for Ala in posision 129 This work 
pY130A pAlaE with substitution of Tyr for Ala in posision 130 This work 
pF131A pAlaE with substitution of Phe for Ala in posision 131 This work 
pL132A pAlaE with substitution of Leu for Ala in posision 132 This work 
pY134A pAlaE with substitution of Tyr for Ala in posision 134 This work 
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(3-4-1-3) 結果 
 
本研究では、AlaE のオリゴマー形成に関与する可能性がある第 4 膜貫通領域に着目
し、第 4 膜貫通領域、およびその周辺域のアミノ酸残基を Ala 残基に置換した変異体を
作製して AlaE の活性に及ぼす影響を Ala-Ala に対する最小発育阻止濃度 (MIC)で評価
した(Table 3-8)。この実験では、L-Ala を代謝できない L-Ala/D-Ala 要求変異株を宿主と
して用いたので、この宿主の alaE 遺伝子が変異すると L-Ala を排出することができな
くなるため、培地に添加した Ala-Ala に高感受性を示す(38)。したがって、この alaE 変
異株に各種のalaE変異誘導体を導入した形質転換体のAla-Alaに対する感受性を評価す
ることによって、各アミノ酸変異の L-Ala 排出能に及ぼす影響を調べることができる。 
 各変異体を Ala-Ala を含む最少培地に接種して培養した結果、AlaE の 108 番目の His
残基から 124 番目の Met 残基までをそれぞれ Ala 残基に置換した変異型 AlaE をコード
Strain MIC (g/ml) Strain MIC (g/ml)
MLA301 10,000 S121A >10,000
MLA301alaE <1.25 M122A >10,000
MLA301alaE
/pAlaE >10,000 L123A >10,000
MLA301alaE
/pSTV29 <1.25 M124A >10,000
H108A >10,000 G125A 2,500
H110A >10,000 V127A >10,000
M111A >10,000 Y128A 39
S115A >10,000 G129A 20
S116A >10,000 Y130A >10,000
N117A >10,000 F131A 625
I118A >10,000 L132A 2.5
V119A >10,000 Y134A >10,000
V120A >10,000
Table 3-8. Minimal inhibitory concentration (MIC) of the alanine scanning variants of AlaE 
toward Ala-Ala. Five micro litter of the cell suspension (10
4
 cfu) were spotted onto M9 minimal 
medium containing 1.25 – 10,000 mg/ml Ala-Ala. MIC of the Ala-Ala were determined after 
incubation for44 hour at 37ºC. 
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するプラスミドをもつ株では、野生型 AlaE を発現する株と同等の生育を示した。した
がって、これらの領域に存在するアミノ酸残基は AlaE が機能するうえで重要な働きを
担っていないと考えられる。一方で、GxxxG モチーフ周辺域に存在する 125 番目の Gly
残基、128 番目の Tyr 残基、129 番目の Gly 残基、131 番目の Phe 残基および 132 番目の
Leu 残基の 5 つの変異体を導入した株では、Ala-Ala に対する感受性の上昇が認められ
た。 
 以上の結果から、AlaE の GxxxG モチーフを形成するアミノ酸残基およびその周辺域
のアミノ酸残基は AlaE の機能上重要な役割を担っていることが明らかとなった。 
 
第二項 クロスリンク試験による TM4 アラニンスキャニング変異体のオリゴマー形成
能の評価 
 
(3-4-2-1) 目的 
前項の実験で、AlaE の第 4 膜貫通領域に存在する GxxxG モチーフが、機能上重要な
役割を担うことが明らかとなった。この GxxxG モチーフは、膜タンパク質のオリゴマ
ー形成に重要な役割を果たす事例が知られている(87, 88)。そこで本研究では、この
GxxxG モチーフが AlaE のオリゴマー形成に関与するかどうかを明らかとするため、前
項で作製したアラニンスキャニング変異体を用いたクロスリンク試験を行った。 
 
(3-4-2-2) 材料と方法 
＜disuccinimidyl suberate (DSS) を使用したクロスリンク実験法＞ 
被験菌を 12.5g/mlのカナマイシンおよびゲンタマイシン、100g/mlのアンピシリン、
50 g/ml の D-Ala を含む LB-broth に植菌し、37℃で一晩振とう培養した前培養菌体を同
組成の新しい LB-broth に植菌し (10% v/v)、37℃で OD660が 0.6 程度になるまで振とう
培養を行った。対数中期に達したところで 20%アラビノース溶液を終濃度が 0.2%にな
るように培地に添加し、2 時間 37℃で振とう培養を行って発現誘導を行った。培養終了
後、菌液 40 ml を遠心分離 (6,800×g, 10 min, 4℃) して集菌し、回収した菌体を 20 ml
の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) で 1 回遠心洗浄(6,800×g, 10 min, 4℃)を行った。洗浄終了後、
1 ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) に菌体を懸濁し、終濃度が 1 mM になるように PMSF を
添加して超音波破砕を行った (15 sec-ON/45 sec-OFF, 10 min)。その後、遠心分離 (15,000
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×g, 20 min, 4℃) を行って未破砕画分を分離し、上清を超遠心した (280,000×g, 30 min, 
4℃, TLA110 ローター)。回収した膜画分ペレットの表面を 1 ml の 100 mM Na-Pi (pH7.2) 
で軽く洗浄し、300 l の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) にペレットを懸濁した。懸濁した膜画
分サンプルのタンパク質量を Lowry 法によって定量し、100 mM Na-Pi (pH 7.2) を使用
してタンパク濃度が 2.5 mg/ml になるように希釈した。希釈後の膜画分溶液 100 l に、
DMSO に溶解した 100 mM DSS を終濃度が 5 mM になるように 5 l 添加し、30 分間室
温でインキュベートした後、1 M Tris-HCl (pH8.0) を終濃度が 20 mM になるように 2 l
添加し、室温で 15 分間インキュベートし反応を停止させた。反応終了後、5×SDS-PAGE 
buffer を加えてサンプルを 50℃で 10 分間インキュベート処理した後、15% 濃度の SDS
ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動に供し、ウェスタンブロットを行い観察した。 
 
 
Table 3-9 Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
MLA301 MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, (40) 
 
avtA::GM, yfbQ::KM 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pAlaE pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  (40) 
 
of alaE gene 
 
pAlaE His pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment  This work 
 
of His-tagged alaE gene 
 
pH108A pAlaE with substitution of His for Ala in posision 108 This work 
pH110A pAlaE with substitution of His for Ala in posision 110 This work 
pM111A pAlaE with substitution of Met for Ala in posision 111 This work 
pS115A pAlaE with substitution of Ser for Ala in posision 115 This work 
pS116A pAlaE with substitution of Ser for Ala in posision 116 This work 
pN117A pAlaE with substitution of Asn for Ala in posision 117 This work 
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Table 3-9 continued  
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
plasmid 
  
pI118A pAlaE with substitution of Ile for Ala in posision 118 This work 
pV119A pAlaE with substitution of Val for Ala in posision 119 This work 
pV120A pAlaE with substitution of Val for Ala in posision 120 This work 
pS121A pAlaE with substitution of Ser for Ala in posision 121 This work 
pM122A pAlaE with substitution of Met for Ala in posision 122 This work 
pL123A pAlaE with substitution of Leu for Ala in posision 123 This work 
pM124A pAlaE with substitution of Met for Ala in posision 124 This work 
pG125A pAlaE with substitution of Gly for Ala in posision 125 This work 
pV127A pAlaE with substitution of Val for Ala in posision 127 This work 
pY128A pAlaE with substitution of Tyr for Ala in posision 128 This work 
pG129A pAlaE with substitution of Gly for Ala in posision 129 This work 
pY130A pAlaE with substitution of Tyr for Ala in posision 130 This work 
pF131A pAlaE with substitution of Phe for Ala in posision 131 This work 
pL132A pAlaE with substitution of Leu for Ala in posision 132 This work 
pY134A pAlaE with substitution of Tyr for Ala in posision 134 This work 
 
 (3-4-2-3) 結果 
本研究では、第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチーフ、およびその周辺域のアミ
ノ酸残基のオリゴマー形成への関与を明らかにすため、第 4 膜貫通領域のアラニンスキ
ャニング変異体を用いたクロスリンク試験を行った。前項の実験で AlaE の活性に影響
を及ぼさなかった AlaE の 108 番目の His 残基から 124 番目の Met 残基までの Ala 置換
体を架橋試薬で処理した場合、野生型とほぼ同等のレベルでクロスリンク産物の出現が
認められた(Fig. 3-5)。また、AlaE の活性に影響を与えた GxxxG モチーフ周辺のアミノ
酸残基のうち、125 番目の Gly 残基、129 番目の Gly 残基および 130 番目の Tyr 残基で
も、架橋試薬処理によるクロスリンク産物が野生型 AlaE とほぼ同等のレベルで検出さ
れた(Fig. 3-5)。この結果から、これらのアミノ酸残基は、AlaE のオリゴマー形成に大き
75 
 
な影響を与えないことが明らかとなった。一方で、128 番目の Tyr 残基および 131 番目
の Phe 残基を Ala 残基に置換した変異型 AlaE では、クロスリンク産物のレベルの低下
が認められた(Fig. 3-5)。これらの結果から、Tyr128 および Phe131 は AlaE のオリゴマー
形成になんらかの影響を与える可能性が示唆された。しかし、Tyr128 については発現量
が低下しており、これがクロスリンク産物の低下に影響を及ぼした可能性も考えられる。
したがって、オリゴマー形成への影響を明らかにするためには、さらに詳細な解析を行
う必要がある。また、AlaE の活性に大きな影響を及ぼした 132 番目の Leu 残基を Ala
残基に置換した変異体では、発現が全く確認されなかった。したがって、Leu132 の変
異体で活性が著しく低下した原因は、発現量の低下にあると考えられる。 
 
  
+ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー
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+ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー +ー
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Fig. 3-5. Cross-link assay of the alanine scanning variants of AlaE. Total membranes expressing 
alanine scanning variants of AlaE were cross-linked by addition of DSS. Cross-linked samples 
were resolved by 15% SDS-PAGE and detected by western blotting. AlaE dimer and monomer 
were indicated by arrows. 
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第三項 プルダウンアッセイによる GxxxG モチーフ周辺域がオリゴマー形成に与える
影響の検証 
 
(3-4-3-1) 目的 
 前項のクロスリンク試験の結果から、128 番目の Tyr 残基および 131 番目の Phe 残基
を Ala 残基に置換した変異体が AlaE のオリゴマー形成能に影響を与える可能性が示唆
されたが、発現量の違いなどが影響を及ぼした可能性が考えられる。そこで本研究では、
GxxxG モチーフ周辺域のアラニンスキャニング変異体が AlaE のオリゴマー形成能に及
ぼす影響をさらに詳細に検討するため、プルダウンアッセイを行った。この実験では、
ヒスチジンタグを付加した野生型AlaEとストレプタグを付加したGxxxGモチーフに変
異をもつ変異型 AlaE を Ni-NTA レジンを用いて精製し、共沈したストレプタグ付き変
異体の収量を評価することで、オリゴマー形成能への影響を評価した。 
 
(3-4-3-2) 材料と方法 
AlaE-His 高発現株 MLA301alaE/pBADAlaE-His および AlaE-Strep 高発現株
MLA301alaE/pBADAlaE-Strep を 12.5g/ml のカナマイシンおよびゲンタマイシン、
100g/ml のアンピシリン、50 g/ml の D-Ala を含む LB-broth に植菌し、37℃で一晩振
とう培養した前培養後の菌体を同組成の新しい LB-broth に植菌し(10% v/v)、37℃で
OD660が 0.6 程度になるまで振とう培養を行った。対数中期に達したら 20%アラビノー
ス溶液を終濃度が 0.2%になるように培地に添加し、2 時間 37℃で振とう培養を行って
発現誘導を行った。培養終了後、菌液 40 ml を遠心分離 (6,800×g, 10 min, 4℃) して集
菌し、回収した菌体を 20 ml の 100 mM Na-Pi (pH 7.2) で 1 回遠心洗浄(6,800×g, 10 min, 
4℃)を行った。洗浄終了後、2 ml の 50 mM Na-Pi (pH 7.5)に菌体を懸濁し、終濃度が 1 mM
になるように PMSF を添加して超音波破砕を行った (15 sec-ON/45 sec-OFF, 20 min)。超
音波破砕後、遠心(15,000×g, 20 min, 4℃) を行って未破砕画分を分離し、上清を超遠心
した (280,000×g, 30 min, 4℃, TLA110 ローター)。超遠心後、膜画分ペレットの表面を
界面活性剤を含まない 400 l の Lysis buffer (50 mM Na-Pi (pH7.5), 300 mM NaCl, 20 mM 
imidazol) で軽くリンスし、1,360 l の同バッファーに懸濁した。その後、全量を 15 mL
チューブに移し、終濃度が 1.5 %になるように DDM を 240 l 添加してローテーターを
用いて 4℃で 1 時間転倒混和して膜画分の可溶化操作を行った。その後、全量を再び超
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遠心(280,000×g, 30 min, 4℃, TLA110 ローター)し、可溶性画分を回収した。可溶化画分
のタンパク量を Lowry 法で測定し、サンプルのタンパク質量が 4 mg/ml になるように
Lysis buffer(50 mM Na-Pi (pH7.5), 300 mM NaCl, 20 mM imidazol、1.5% DDM) で希釈した。
タンパク質濃度を調節した His-tag 膜画分 400 l と Strep-tag 膜画分 400 l を混ぜ、40℃
で 1 時間インキュベートして、オリゴマーの置換反応を行った。コントロールとして
His-tag のみ、または、Strep-tag のみの膜画分サンプルを 800 l をチューブに分注し、
同条件でインキュベートした。その後 200 l の Ni-NTA アガロース(Qiagen) を加え、ロ
ーテーターを用いて 4℃で一晩転倒混和した。その後、遠心分離（1,000×g, 1 min, 4℃）
して上清を捨て、Wash buffer (50 mM Na-Pi (pH7.5), 300 mM NaCl, 50 ro 100 mM imidazol, 
0.1% DDM) を樹脂の 10 倍量加え、ローテーターで撹拌（4℃, 15 min）して洗浄操作を
行った。この洗浄操作は合計 4 回行った。洗浄後の、Ni-NTA アガロースに 60 l の Elution 
buffer (50 mM Na-Pi (pH7.5), 300 mM NaCl, 400 mM imidazol, 0.1% DDM)を添加し、ピペ
ッティング等で混和しながら氷上で 30 分間インキュベートし、遠心分離（1,000×g, 1 
min, 4℃）して上清 50 l のタンパク質サンプルを回収した。その後、回収した精製タ
ンパク質画分を SDS-PAGE に供して、ウェスタンブロットによる検出を行った。 
 
Table 3-10 Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
strain 
  
MLA301 MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, (40) 
 
avtA::GM, yfbQ::KM 
 
MLA301alaE MLA301 with a deletion in alaE gene (40) 
plasmid 
  
pBAD18 AP
r
, PBAD promorter, pBR322 ori (89) 
pAlaE pSTV29 harboring 1.0-kb PCR fragment of alaE gene (40) 
pBAD-AlaE His pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
 with 6×Histidine tag at C terminal 
 
pBAD-AlaE Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
 with strep tag at C terminal 
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Table 3-10 continued  
Strain or plasmid Relevant genotype/properties Source 
plasmid 
  
pM124A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pM124A 
 
pG125A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pG125A 
 
pV127A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pV127A 
 
pY128A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pY128A 
 
pG129A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pG129A 
 
pY130A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pY130A 
 
pF131A Strep pBAD18 harboring 500-bp PCR fragment of the alaE gene This work 
 
of pF131A 
 
 
(3-4-3-3) 結果 
 本研究では、GxxxG モチーフ周辺域のアミノ酸残基が AlaE のオリゴマー形成能に及
ぼす影響を明らかにするため、GxxxG モチーフ周辺域のアラニンスキャニング変異体
を用いたプルダウンアッセイを行った。プルダウンアッセイによって回収したストレプ
タグ付きタンパク質を検出したところ、クロスリンク試験で野生株との差が認められな
かった 124 番目の Met 残基、125 番目の Gly 残基、127 番目の Tyr 残基、129 番目の Gly
残基および 130 番目の Tyr 残基では、プルダウン前後の収率を比較すると野生型 AlaE
とほぼ同等のレベルであることが明らかとなった(Fig. 3-6 A, B)。一方、前項で野生株よ
りもクロスリンク産物のある程度の低下が認められた 128 番目の Tyr 残基と 131 番目の
Phe 残基を Ala 残基に置換した変異体を用いてプルダウンアッセイを行ったところ、野
生型 AlaE とほぼ同等の収率であることが明らかとなった(Fig. 3-6 A, B)。これらの結果
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から、GxxxG モチーフを含む周辺域のアミノ酸残基は、AlaE のオリゴマー形成に大き
な影響を与えないことが明らかとなった。 
 GxxxG モチーフは、3 つのアミノ酸残基に隔たれた 2 つの Gly 残基からなるモチーフ
であり、この並びで-へリックス構造をとったときに、この 2 つの Gly 残基は同一平面
上に存在する。この２つの Gly 残基が存在する面は、側鎖が非常に小さいためにへリッ
クス間の分子間引力が強まることで相互作用することが知られている(87, 88)。前述の
結果はこのモチーフの Gly 残基を Ala 残基に置換した変異型 AlaE を用いたが、Ala は
側鎖の大きさがそれほど大きくはなく、Ala 置換型モチーフ（AxxxG あるいは GxxxA）
ではヘリックス間のパッキングにそれほど大きな影響を与えない可能性が考えられた。
そこで、本研究では GxxxG モチーフを構成する 2 つの Gly 残基 (Gly125、Gly129) をよ
り側鎖が大きい Leu 残基に置換した変異体を作製してプルダウンアッセイを行った。そ
の結果、2 つの Gly 残基を Leu 残基に置換した変異体の収率は、野生型 AlaE とほぼ変
わらない結果となった(Fig. 3-6 A)。 
 以上の結果をまとめると、AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチーフは、
AlaE のオリゴマー形成に関与はしないが、AlaE の機能上非常に重要な役割を担うと考
えられる。したがって、GxxxG モチーフとその周辺域のアミノ酸残基は、AlaE の分子
内ヘリックスパッキングや基質透過経路などに関係するアミノ酸残基であると考えら
れる。 
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Fig. 3-6. Pull-down assay between the strep-tagged wild-type AlaE and strep-tagged Ala scanning 
variants. Total membranes expressing AlaE-His or Strep-tagged AlaE variants were mixed and 
purified with Ni-NTA agarose. Four micro gram protein of total membranes (A, top panel) and 10 
µl of pfurified protein (A, bottom panel) were resolved by 15% SDS-PAGE and detected by 
western blotting ant-strept-tag antibody.  Fold-changes of the recovery rate of strep-tagged AlaE 
variants were quantified by image analysis of the western blotting (B). 
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第四項 まとめ 
 
これまでの実験で、AlaE がオリゴマーを形成して機能することが明らかとなった。
膜貫通領域間の相互作用を介してオリゴマー形成に重要な役割を果たすことが知られ
ている GxxxG モチーフが、AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する(Gly125、Gly129)。ま
た、当研究室の堀により得られた AlaE 機能欠失変異体の中に、このグリシン残基がア
スパラギン酸残基(G125D)やグルタミン酸残基(G129E)に置換された変異体が取得され
ていた(42)。このことから、AlaE の機能において、第 4 膜貫通領域に存在する GxxxG
モチーフがオリゴマー形成も含めて機能に重要な役割を担うことが示唆されていた。 
 そこで、本研究では AlaE の第 4 膜貫通領域に注目し、その機能を調べるために、第
4 膜貫通領域を構成するアミノ酸残基を Ala に置換した変異体を作製して AlaE の活性
に及ぼす影響を Ala-Ala に対する最小発育阻止濃度 (MIC)で評価した(Table 3-8)。この
実験では、3 つの L-Ala 合成酵素と 2 つのアラニンラセマーゼを欠損させ L-Ala を代謝
することができない大腸菌変異株 MLA301 を用いた。この MLA301 の alaE 遺伝子を欠
損すると高濃度 Ala-Ala 環境下では生育ができなくなるが、alaE 遺伝子をプラスミドで
供給することで生育は回復する。この原理に基づき AlaE のアラニンスキャニング変異
体の活性を評価したところ、GxxxGモチーフ周辺の変異体であるG125A、Y128A、G129A、
F131A、L132A の 5 種類の変異体で AlaE の活性の低下が認められた(Table 3-8)。したが
って、第 4 膜貫通領域の中でも GxxxG モチーフの周辺域に存在するこれらのアミノ酸
残基が機能上重要な働きを担うことが明らかとなった。 
 続いてこれらアラニンスキャニング変異体のオリゴマー形成能について、各変異体を
高発現させた膜画分を DSS を用いたクロスリンクアッセイで評価した (Fig. 3-5)。その
結果、機能に影響がなかった変異体についてはクロスリンク産物が観察された(Fig. 3-5)。
一方、機能低下を来した変異体のうち G125A と G129A では正常なクロスリンク産物が
認められ、Y128A と F131A の変異体では、クロスリンク産物の減少が観察された。ま
た、L132A 変異体については、発現がほとんど認められず、L132A 変異体遺伝子を導
入した形質転換体の機能低下は変異体の発現低下が原因であると考えられる。 
 さらに詳細なオリゴマー形成能への影響を調べるため、GxxxG モチーフの周辺域に
存在する M124A～F131A までの変異体をプルダウンアッセイすることでオリゴマー形
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成への影響を評価した(Fig. 3-6)。この実験ではヒスチジンタグ付き野生型 AlaE 
(AlaE-His)と各ストレプタグ付きアラニンスキャニング変異体 (AlaE 変異体-Strep)を用
い Ni-NTA レジンによるプルダウンアッセイを行い、ストレプタグ付き変異体の回収量 
(反応系に投入した AlaE 変異体-Strep 量に対する回収された各変異体の割合) を算出す
ることでオリゴマー形成能を評価した。その結果、GxxxG モチーフ周辺域のアラニン
スキャニング変異体の回収率は、野生型AlaEの場合とほぼ同等の値を示した(Fig. 3-6 B)。
この結果から、第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチーフはオリゴマー形成に関与
しないことが明らかとなった。したがって、第 4 膜貫通領域内の GxxxG モチーフがも
つ機能としては、分子内でのヘリックスパッキングや、基質の透過において重要な働き
を担う可能性が示唆された。 
 
第五節 小括 
 
AlaE は新規の膜タンパク質ファミリー (AlaE ファミリー) の最初の輸送体として見
いだされた排出輸送体であり、その機能や構造が全く明らかになっていない。膜タンパ
ク質の基質排出メカニズムを理解するうえで、膜タンパク質の構造を理解することが重
要である。そこで本研究では、AlaE の構造に関する研究を行う上で重要な膜トポロジ
ーの解析を行った。 
5 つのトポロジー予測プログラムを使用して、AlaE の膜トポロジーを予測した結果、
AlaE は N 末端および C 末端ともに細胞質内に局在し、4 つの膜貫通領域をもつ膜タン
パク質であることが予測された。このように複数の予測プログラムで同じ結果が得られ
る場合、その結果の信憑性は高くなるが、予測プログラムが必ず正しいと言い切ること
はできない(78, 79)。そこで本研究では、システインスキャニング法と GFP をレポータ
ーとした遺伝子融合法を行って、実験的な膜トポロジーの決定を試みた。システインス
キャニング法による膜トポロジー解析の結果、細胞質外に局在が予測される 2 つのアミ
ノ酸残基Ser42とTrp107が細胞質外に局在することが明らかとなった(Fig. 3-1)。しかし、
それ以外のアミノ酸残基をシステイン残基に置換した変異体では、精製量が不十分であ
り蛍光、および精製タンパク質のシグナルを確認することができなかった (data not 
shown)。これは、シングルシステイン変異体の発現量の減少などが原因と考えられる。
続いて、AlaE の C 末端にGFP を融合した変異体を用いて、膜トポロジー解析を行った。
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GFPはタンパク質分泌系であるSec系を介して細胞膜外へ輸送されペリプラズムに局在
すると正常な立体構造を維持できないために蛍光を発することができず、細胞質内で発
現するとネイティブな構造を形成し蛍光を発することが知られている(80, 81)。このGFP
をレポーターとした解析を行った結果、GFP の蛍光が観察された(Fig. 3-2)。この結果は
Daley らにより大腸菌の内膜タンパク質の局在を遺伝子融合法で網羅的に調べた結果と
一致していた(90)。したがって、本研究の結果から、AlaE の C 末端は細胞質内に局在す
ることが明らかとなった。以上の結果をまとめると、AlaE は膜トポロジー予測の結果
通り、N 末端、C 末端ともに細胞質内に局在し 4 回の膜貫通領域をもつ膜タンパク質で
あることが示唆された。今後、AlaE の膜トポロジーを決定するためには、今回局在を
解析できなかったアミノ酸残基のさらなる解析を行う必要がある。 
AlaE は 149 アミノ酸残基からなる比較的小さな膜タンパク質であり、前述のように 4
回の膜貫通領域をもつことが示唆された。さらに、AlaE はこれまでに見つかったアミ
ノ酸排出輸送体の中で最も小さい分子である(Table 3-1)。近年、硫黄酸化細菌 Starkeya 
novella 由来の芳香族アミノ酸排出輸送体 YddG が、アミノ酸排出輸送体として初めて
結晶構造解析により立体構造が明らかとなった(91)。YddGは 10回の膜貫通領域をもち、
これら 10 個のへリックス間の相互作用を変化させ、Alternative acsess モデルに従った輸
送を行うであろうことが示された(91)。一方で AlaE は非常に少ない 4 個の膜貫通領域
しかもたないことから、モノマーとして機能するのではなくオリゴマーを形成して機能
することが考えられる。実際に、110 アミノ酸残基からなり、4 回の膜貫通領域をもち、
トランスポーターとして最も小さなタンパク質の一つである多剤排出ポンプが属する
SMR ファミリーの一員である EmrE は、ホモオリゴマーを形成して機能することが知
られている(86)。本研究では、AlaE がオリゴマーを形成して機能する可能性を考え、
AlaE がオリゴマーを形成するかどうかを、タンパク質架橋試薬を用いたクロスリンク
試験と、プルダウンアッセイによって評価した。その結果、AlaE はホモオリゴマーを
形成して機能する膜タンパク質であることが示唆された(Fig. 3-3 and 3-4)。 
 本研究ではさらにAlaEのオリゴマー構造を理解するためにAlaEの第 4膜貫通領域に
存在する GxxxG モチーフに着目した。GxxxG モチーフは、3 つのアミノ酸残基に隔た
れた 2 つの Gly 残基からなるモチーフであり、この並びで-へリックス構造をとったと
きに、この 2 つの Gly 残基はへリックス上の同じ面に露出する。この 2 つの Gly 残基が
存在する面は、側鎖が非常に小さいためにへリックス間の分子間引力が強まることで相
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互作用することが知られている(87, 88)。この GxxxG モチーフは膜貫通へリックス間相
互作用に関与し、オリゴマー形成に重要なモチーフであることが知られている。堀が変
異原処理により取得した L-Ala 排出能欠損株の中に、第 4 膜貫通領域内に局在する
GxxxG モチーフ (Gly125、Gly129) に変異が導入された変異株が独立したクローンとし
て分離された。本研究では AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチーフの機能
を明らかにするため、アラニンスキャニング変異体を使用した活性測定試験と、クロス
リンク試験やプルダウンアッセイを用いたオリゴマー構造解析試験を行った。AlaE の
アラニンスキャニング変異体の活性を評価したところ、GxxxG モチーフ周辺の変異体
である G125A、Y128A、G129A、F131A、L132A の 5 種類の変異体で AlaE の活性の低
下が認められた(Table 3-8)。したがって、第 4 膜貫通領域の中でも GxxxG モチーフの周
辺域に存在するこれらのアミノ酸残基が機能上重要な働きを担うことが明らかとなっ
た。しかし、これらの変異体を用いてオリゴマー構造解析を行った結果、第 4 膜貫通領
域内に存在する GxxxG モチーフは、オリゴマーの形成に関与していないことが示唆さ
れた(Fig.3-6)。 
これまでの GxxxG モチーフに関する研究では、GxxxG は多くの輸送体のオリゴマー
形成に関与していることが明らかとなっている。しかし一方で、GxxxG がオリゴマー
の形成に関与しない例も報告されている。例えば、ヒトにおける銅イオン輸送体 hCTR1
では、GxxxG がオリゴマー形成に直接関与するのではなく、第 1 膜貫通領域と第 3 膜
貫通領域の分子内相互作用に関与することが明らかとなっている(92)。またこのような
事例は、GPCR セクレチンレセプター(93)や、ヒト葉酸輸送体(94)においても見出され
ており GxxxG モチーフが分子内でのヘリックス間相互作用に関与することを示唆して
いる。AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチーフは、活性測定試験の結果か
ら機能に重要な役割をもつことが明らかとなったが、オリゴマー形成には関与しないこ
とが明らかとなった。したがって、AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチー
フは、AlaE の分子内相互作用に関与し、基質の透過あるいは共役イオンの透過におい
て重要な役割を果たすことが示唆された。 
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Table 3-11. Primers used in this study. 
Primer Nucleotide sepuence (5'-3') 
V12C-Fwd 5'-ACATGCATGTGCAGATACGTTCGCGATG-3' 
V12C-Rev 5'-TATCTGCACATGCATGACGCAAGCGTG-3' 
Q40C-Fwd 5'-TTCGAATGCTCTTTTTATTCCAGATTG-3' 
Q40C-Rev 5'-AAAAGAGCATTCGAAGCTCATTCCGGAG-3' 
S41C-Fwd 5'-GAACAGTGTTTTTATTCCAGATTGGTAGC-3' 
S41C-Rev 5'-ATAAAAACACTGTTCGAAGCTCATTCCG-3' 
S76C-Fwd 5'-AGCCCGTGCGGCTGGATAAAAAATCTG-3' 
S76C-Rev 5'-TCCAGCCGCACGGGCTAACTTTGCGTGC-3' 
W107C-Fwd 5'-GCAGACTGCCATCAGATTATGGCGGCG-3' 
W107C-Rev 5'-TGATGGCAGTCTGCGCCCACCACTAAC-3' 
A149C-Fwd 5'-TAAAATGCCACCACCATCACCATCAC-3' 
A149C-Rev 5'-TGGTGGCATTTTACCTGCTGGTAACG-3' 
AlaE-BAD-Fwd 5'-TGGAATTCCATTAACATCCCATTACGC-3' 
AlaE-pBAD rev 5'-CTGAAGCTTCAGGCTTTTACCTGCTGGTAACG-3' 
149A/EGFP fwd 5'-GAGCTGTACAAGTAACTCTTCTTTTC  GCGACTGGC-3' 
149A/EGFP rev 5'-GCCCTTGCTCACCATGGCTTTTACCTGCTGGTAAC-3' 
EGFP fwd 5'-ATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3' 
EGFP rev 5'-TTACTTGTACAGCTCGTCC-3' 
M13-Fwd 5'-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3' 
M13-Rev 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3' 
H108A-Fwd 5'-ACTGGGCTCAGATTATGGCGCCGGTC-3' 
H108A-Rev 5'-AATCTGAGCCCAGTCTGCGCCCACCAC-3' 
H110A-Fwd 5'-ATCAGGCTATGGCGGCGGTCAGTTC-3' 
H110A-Rev 5'-CGCCATAGCCTGATGCCAGTCTGCGCC-3' 
M111A-Fwd 5'-CAGATTGCGGCGGCGGTCAGTTCAAAC-3' 
M111A-Rev 5'-GCCGCCGCAATCTGATGCCAGTCTGC-3' 
S115A-Fwd 5'-GCGGTCGCTTCAAACATCGTTGTTTC-3' 
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Table 3-11. Continued. 
Primer Nucleotide sepuence (5'-3') 
S115A-Rev 5'-TTTGAAGCGACCGCCGCCATAATC-3' 
S116A-Fwd 5'-TCAGTGCAAACATCGTTGTTTCGATG-3' 
S116A-Rev 5'-ATGTTTGCACTGACCGCCGCCATAATC-3' 
N117A-Fwd 5'-AGTTCAGCCATCGTTGTTTCGATGTTG-3' 
N117A-Rev 5'-AACGATGGCTGAACTGACCGCCGCCAT-3' 
I118A-Fwd 5'-TCAAACGCCGTTGTTTCGATGTTGATGG-3' 
I118A-Rev 5'-AACAACGGCGTTTGAACTGACCGCCGC-3' 
V119A-Fwd 5'-AACATCGCTGTTTCGATGTTGATGGGG-3' 
V119A-Rev 5'-TCGAAACAGCGATGTTTGAACTGACCGC-3' 
V120A-Fwd 5'-ATCGTTGCTTCGATGTTGATGGGGGCG-3' 
V120A-Rev 5'-ATCGAAGCAACGATGTTTGAACTGACC-3' 
S121A-Fwd 5'-GTTGTTGCGATGTTGATGGGGGCGG-3' 
S121A-Rev 5'-AACATCACAACAACGATGTTTGAAC-3' 
M122A-Fwd 5'-TTTCGGCGTTGATGGGGGCGGTTTATG-3' 
M122A-Rev 5'-ATCAACGCCGAAACAACGATGTTTGAAC-3' 
L123A-Fwd 5'-TCGATGGCGATGGGGGCGGTTTGTGGC-3' 
L123A-Rev 5'-CCCCATCGCCATCGAAACAACGATGT-3' 
M124A-Fwd 5'-ATGTTGGCGGGGGCGGTTTATGGCTAC-3' 
M124A-Rev 5'-CGCCCCCGCCAACATCGAAACAACGATG-3' 
G125A-Fwd 5'-TTGATGGCGGCGGTTTATGGCTACTTC-3' 
G125A-Rev 5'-AACCGCCGCCATCAACATCGAAACAAC-3' 
V127A-Fwd 5'-GGGGCGGCGTATGGCTACTTCCTCGAT-3' 
V127A-Rev 5'-AGCCATAAGCCGCCCCCATCAACATCGA-3' 
Y128A-Fwd 5'-GCGGTTGCTGGCTACTTCCTCGATTATTG-3' 
Y128A-Rev 5'-AGTAGCCAGCAACCGCCCCCATCAACAT-3' 
G129A-Fwd 5'-TTTATGCCTACTTCCTCGATTATTGCCGC-3' 
G129A-Rev 5'-AAGTAGGCATAAACCGCCCCCATCAAC-3' 
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Table 3-11. Continued. 
Primer Nucleotide sepuence (5'-3') 
Y130A-Fwd 5'-TATGGCGCCTTCCTCGATTATTGCCGC-3' 
Y130A-Rev 5'-AGGAAGGCGCCATAAACCGCCCCCATCATC-3' 
F131A-Fwd 5'-TGGCTACGCCCTCGATTATTGCCGCCGA-3' 
F131A-Rev 5'-ATCGAGGGCGTAGCCATAAACCGCCCCC-3' 
L132A-Fwd 5'-TACTTCGCGATTATTGCCGCCGACTG-3' 
L132A-Rev 5'-ATAATCGGCGAAGTAGCCATAAACCGCCC-3' 
Y134A-Fwd 5'-CTCGATGCTTGCCGCCGACTGTTTAAAG-3' 
Y134A-Rev 5'-GCGGCAAGCATCGAGGAAGTAGCCAT-3' 
G125L Fwd 5'-TTGATGCTGGCGGTTTATGGCTACTTCCTCGATTATTG-3' 
G125L Rev 5'-AACCGCCAGCATCAACATCGAAACAACGATGTTTGAAC-3' 
G125L/G129L-Fwd 5'-GTTTATCTCTACTTCCTCGATTATTGCCGCCGACTG-3'  
G125L/G129L-Rev 5'-GAAGTAGAGATAAACCGCCAGCATCAACATCGAAAC -3' 
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第四章 総合議論 
 
 アミノ酸排出輸送体が 1996 年に初めて同定されて以降、現在に至るまでに十種類を
超えるアミノ酸排出輸送体が同定された。しかし、アミノ酸排出輸送体の持つ生理的役
割や、それらの基質排出メカニズムについては明らかになっていない。本博士論文では、
大腸菌において新たに見いだされた L-Ala 排出輸送体 AlaE の生理的役割と基質排出メ
カニズムを解明するため、alaE 遺伝子の発現制御解析、および膜トポロジーとオリゴマ
ー構造に着目した構造機能解析を行った。 
細菌がアミノ酸を排出するという現象の生理的役割について、2 つの仮説が立てられ
ている。一つ目の役割として、細菌がもつアミノ酸排出輸送体はクオラムセンシングに
関与するオートインデューサーの分泌を担うと考えられている。実際に、クオラムセン
シングにおいてオートインデューサーとして作用するホモセリンなどのシグナル分子
の分泌にアミノ酸排出輸送体が関与することが報告されている(95)。また、アミノ酸排
出輸送体がもつもう一つの機能として、細胞内のアミノ酸レベルを保つための「安全バ
ルブ」としての機能があげられる。これまでの報告においてアミノ酸排出能を欠損した
変異株が、その輸送基質であるアミノ酸を含むペプチド存在下で生育阻害を起こすこと
が明らかとなっている(13, 21, 29, 38)。したがって、アミノ酸排出輸送体は細胞内の過
剰なアミノ酸を排出することで、高濃度のアミノ酸環境下での生育を可能にする働きを
担うことが示唆されている。 
本研究では、アミノ酸排出輸送体がもつ生理的役割について検証するため、当研究室
で初めて同定することに成功した大腸菌の L-Ala 排出輸送体 AlaE をモデルシステムと
して用い、高濃度の Ala-Ala もしくは L-Ala を含む培地で、alaE 遺伝子を欠損した大腸
菌株とその親株の生育にどのような違いがでるかを検討した。その結果、alaE 遺伝子を
欠損した株で生育の阻害が確認されたことから、AlaE が細胞内への過剰な L-Ala 蓄積
を防ぐための「安全バルブ」として機能することが示唆された(Fig. 2-1)。alaE 遺伝子の
ホモログが広く分布する-プロテアバクテリア綱の多くは、哺乳動物の腸管内に生息す
ることが知られている。哺乳動物の腸管内には、摂取した食物中に含まれるタンパク質
由来のペプチドが高濃度で存在し、実際にヒトの腸内において、タンパク質を多く含む
食事を摂った後、ペプチドを構成するアミノ酸のレベルが 100 mM を越えることが報告
されている(96)。大腸菌を含む-プロテアバクテリア綱に属する腸内細菌群は、一時的
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に高濃度のペプチドあるいはアミノ酸の環境下に晒されると考えられることから、アミ
ノ酸排出輸送体により細菌細胞内に高濃度に蓄積したアミノ酸を排出しなければ菌の
増殖に悪影響が及ぶことが予想される。以上のことから、AlaE のもつ生理機能の一つ
として、菌体内に蓄積したペプチドに由来する過剰の L-Ala を排出し、腸内環境での菌
の健全な増殖をサポートする安全バルブとしての役割を担うものと考えられる。 
alaE 遺伝子をはじめ、アミノ酸排出輸送体は、プロトン駆動力や ATP などのエネル
ギーを利用して基質を能動輸送することが知られている(16, 19, 22, 30)。しかし、アミ
ノ酸は細菌にとって重要な栄養素であり、タンパク質合成に必須の構成要素である。し
たがって、アミノ酸をエネルギーを消費して細胞外に排出することは、エネルギーの浪
費となり、生育に悪影響を及ぼす可能性が考えられる。本研究では、AlaE がこのエネ
ルギーの浪費を抑えるために、細胞内の L-Ala 濃度の変化に応答するグローバルレギュ
レーターLrp によって alaE 遺伝子の発現が制御されることを明らかとした。Lrp は大腸
菌のゲノム上において 300 以上の結合領域を有しており(68)、アミノ酸代謝関連遺伝子、
アミノ酸の取り込みおよび排出輸送体など細胞内のアミノ酸濃度の調節に関連する多
くの遺伝子の発現制御を行うことが知られている(49)。興味深いことに、細胞内に L-Ala
を取り込む輸送体として機能することが知られているアミノ酸取り込み輸送体 LIV や
オリゴペプチド取り込み輸送体 OppABCDF は Lrp によって負の方向の発現制御を受け
ることが明らかとなっている(49, 69, 70)。本研究では、大腸菌が L-Ala の取り込み輸送
体と排出輸送体を逆方向に発現制御することによって、細胞内 L-Ala 濃度を厳密に調節
し、結果としてエネルギーの浪費を防いでいることを明らかとした。 
 本研究ではまた、AlaE の基質排出メカニズムを明らかにするために AlaE の構造に着
目した研究を行った。輸送体タンパク質は、「細胞内に開いた構造」と「細胞外に開い
た構造」の両方をもち、この構造を変化させる Alternative access モデルにしたがい基質
を輸送することが、Major Facilitator Superfamily に属するいくつかの輸送体タンパク質
の構造解析から明らかにされている(73-76)。したがって、基質輸送メカニズムを理解す
るうえで膜タンパク質の構造を理解することは極めて重要となる。近年、硫黄酸化細菌 
Starkeya novella 由来の芳香族アミノ酸排出輸送体 YddG が、アミノ酸排出輸送体として
初めて結晶構造解析により立体構造が明らかとなった(91)。YddG は 10 回の膜貫通領域
をもち、これら 10 個のへリックス間の相互作用を変化させ、Alternative acsess モデルに
従った輸送を行うことが明らかとなった(91)。しかし、依然として、アミノ酸排出輸送
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体の構造および機能解析は他の輸送体と比較して大きく遅れており、多くのアミノ酸排
出輸送体の構造機能相関は明らかになっていない。本研究では、AlaE の基質排出メカ
ニズムを明らかにするための第一歩として、構造機能相関の基礎的な情報となる膜トポ
ロジーおよびオリゴマー構造の解析を行った。 
 本研究で行った AlaE の膜トポロジー解析の結果、AlaE が 4 回の膜貫通領域をもつ膜
タンパク質であることが示唆された。AlaEは 4個の膜貫通領域しかもたないことから、
モノマーとして機能するのではなくオリゴマーを形成して機能することが考えられる。
実際に、110 アミノ酸残基からなり、4 回の膜貫通領域をもち、トランスポーターとし
て最も小さなタンパク質の一つである多剤排出ポンプが属する SMR ファミリーの一員
である EmrE は、ホモオリゴマーを形成して機能することが知られている(86)。本研究
では、AlaE がオリゴマーを形成して機能する膜タンパク質であると考え、AlaE がオリ
ゴマーを形成しうるか否か解析を行った。その結果、AlaE がホモオリゴマーを形成す
ることが明らかとなった(Fig. 3-3 and 3-4)。 
本研究ではさらに詳細な AlaE のオリゴマー構造を理解するため、AlaE の第 4 膜貫通
領域に存在するオリゴマー形成に関与することが知られる GxxxG モチーフに着目した
機能解析を行った(87, 88)。解析の結果、第 4 膜貫通領域の GxxxG モチーフ周辺域に存
在するアミノ酸残基が機能上重要な働きを担うことが明らかとなったが、このモチーフ
が AlaE のオリゴマー形成に直接関与しないことが明らかとなった(Fig. 3-6)。GxxxG は
多くの輸送体のオリゴマー形成に関与していることが明らかとなっているが、一方で
GxxxG がオリゴマーの形成に関与しない例も報告されている(92-94)。この場合、GxxxG
モチーフは分子内でのヘリックス間相互作用に関与し、正しい立体構造をとるための機
能をもつことが知られている。したがって、AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG
モチーフは AlaE の分子内相互作用に関与し、基質の透過あるいは共役イオンの透過に
おいて重要な役割を果たすものと考えられる。今後、ドミナントネガティブ解析や、質
量分析等を行うことで、AlaE のオリゴマー形成能と GxxxG モチーフの持つ役割につい
て明らかとなることが期待される。 
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第五章 総括 
 
1. AlaE は細胞内の L-アラニン濃度の恒常性を保つ安全バルブとして機能する 
 
2. alaE 遺伝子の発現は、細胞内の L-アラニンの濃度を感知するロイシン応答性調節
タンパク質 (Lrp) によって正の方向の制御を受ける 
 
3. alaE 遺伝子の 240 ～ 180 bp 上流域には alaE 遺伝子の発現を上昇させる機能未知
のシスエレメントが存在する 
 
4. AlaE はホモオリゴマーを形成して機能する輸送体である 
 
5. AlaE の第 4 膜貫通領域内に存在する GxxxG モチーフは、オリゴマー形成には関与
しないが、AlaE の機能上重要な役割を担っている 
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